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INTRODUCCION
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1 - MIEMBROS DE LA FAMILIA ARENAVIRIDAE.
Hasta el momento trece virus han sido clasificados como 
miembros de esta familia (Tabla 1). El agrupamiento original 
se basó en su morfología! el nombre de la familia (arenavirus, 
del latín orenosus) deriva, precisamente, de la observación 
de finos gránulos en el interior de cada partícula viral, detec­
tados al ser examinados al microscopio electrónico. Los miembros 
de esta familia presentan, además, similitudes en cuanto a propie­
dades antigénicas, fisicoquímicas y biológicas. Son virus envuel­
tos cuyo material genético está constituido por dos segmentos 
de ARN de simple cadena, y se generan por brotación a través 
de la membrana plasmática de la célula hospedadora. El mayor 
o menor grado de similitud frente a pruebas de fijación de com­
plemento (Casals y col., 1975) o inmunofluorescencia indirecta 
(Wulf y col., 1978) permitió dividir a la familia en dos grupos 
(Tabla 1): 1) virus del viejo mundo, que comprende al virus 
de la coriomeningitis linfocltaria (LCM) y los virus Lassa, 
Mopeia y Mobala y 2) virus del nuevo mundo o complejo Tacaribe, 
que incluye a los virus Tacaribe, Junln, Machupo, Paraná, Amapa- 
r l .  Latino, Tamiami, Pichinde y Flexal (Compaña y Bishop, 1985). 
Varios miembros de la familia causan enfermedades severas y 
a veces mortales en el hombre. El virus LCM, ha sido detectado 
en numerosos cosos de meningitis asépticas. Los virus Junln, 
Machupo y Lassa causan enfermedades hemorrágicas agudas, por 
lo cual representan serios problemas sanitarios en Argentina, 
Bolivia y Africo, respectivamente. Todos estas enfermedades 
son de tipo zoonótico y, salvo el caso del virus LCM que es 
de distribución universal, todos los miembros de la familia 
se localizan en zonas geográficas bien definidas. Las infecciones 
naturales por arenavirus afectan diferentes tejidos y son de 
tipo sistémico, siendo el sistemo retículoendotelial el que 
presenta mayor tropismo (Murphy y col., 1976; 1977). Los resulta­
dos obtenidos por diferentes autores en animales de experimenta­
ción sugieren varios posibles mecanismos de acción patógeno. Uno
15
TñblaJ.: CLASIFICACION Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS MIEMBROS DE LA FALLIA ARENAVIRIDAE. +
Viejo M undo
Virus 
Lassa 
LCM * 
Mobala 
Mopeia
Distribución 
Oeste de Africa 
Universal
República Centro Africana 
Mozambique
Nuevo Mundo Awapan Brasil
Flexal Brasil
Junín Argentina
Latino Bol ivia
Machupo Bolivia
Paraná Paraguay
Pichinde Colo»bia
Tacaribe Trinidad
Tamiami Florida
* Extraído de: Cowpans y Bishop, 1985
# virus de la cori (Meningitis l in foc itar ia
de estos se refiere a la acción citopética directa producida 
por la replicación intracelular de estos virus, mientras que 
otros involucran la participación, en una u otra forma, del 
sistema inmunológico del hoapedador (Howard y Simpson, 1980; 
Pedersen, 1979; Rawls y Leung, 1979). El tipo particular de 
respuesta presentada por el hoapedador ante una infección por 
un arenavirus, depende de numerosos factores entre los que mere­
cen destacarse la edad y constitución genética del hoapedador 
y la cepa, dosis y via de inoculación del virus (Rawls y Leung,
1979).
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2. CARACTERIZACION DE LOS VIRIQNES AISLADOS.
2.1. M ORFOLOGIA Y PROPIEDADES FISICAS.
Todos los miembros de la familia presentan caract.erlst.lcas 
similares al ser estudiados por microscopía electrónica (Coto 
y col., 1972; Dalton y col., 1968; Lazcano y Berria, 1974; 
Monweiller y Lehman-Grube, 1979; Murphy y col., 1969, 1970, 
1973; Murphy y Whitfield, 1975; Ofodile y col., 1973; Spier 
y col., 1970). Todos son altamente pleomórficos con un diámetro 
que varia entre 50 y 300 nm, con un valor medio de 110-130 nm. 
La membrana lipoproteica que constituye la envoltura externa 
del virión presenta numerosas proyecciones agudas (esplculas) 
de aproximadamente 10 nm de longitud. Mediante cortes ultradelga- 
dos de preparaciones virales pudo observarse la presencia de 
grénulos electrodensoa de 20-25 nm de diámetro, que son caracte­
rísticos de la familia arenaviridae (Abelson y col., 1969; 
Buckley y Casals, 1970; Cárter y col., 1973b; Coto y col., 1972; 
Johnson y col., 1965; Mifune y col., 1971; Murphy y col., 1970; 
Ofodile y col., 1973; Pedersen, 1973). Existe evidencia suficien­
te que permite afirmar que dichos gránulos son ribosomas de 
origen celular (Farber y Rawls, 1975; Leung y Rawls, 1977; Peder- 
sen y Konifshofer, 1976). Aparentemente el número de ribosomas 
asociados a cada partícula viral depende del tipo de células 
donde se ha formado y de la historia previa del virus y de la 
célula hospedadora (Vezza y Bishop, 1977; Vezza y col., 1978).
En cuanto a las propiedades físicas de los viriones se 
ha determinado para los virus Amaparl, Junin, LCM, Machupo, 
Pichinde y Tacaribe una densidad boyante en gradientes de sacaro­
sa de 1,17-1,18 gr/ml (Gard y col., 1977; Mifune y col., 1971; 
Pedersen, 1970, 1973; Rawls y Buchmeier, 1975). En CsCl la densi­
dad boyante para los virus Junin, LCM, Pichinde y Paraná resultó 
ser de 1,18-1,22 gr/cm^  (Gschwender y col., 1975; Mifune y col., 
1971; Palmer y col-, 1977; Romanowaki, 1981; Webb y col., 1969). 
Por otra parte, se ha calculado el coeficiente de sedimentación
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pora diferentes arenavirus, resultando ser de 300-500 S (Peder- 
sen , 1970; Ramos y col., 1972).
2.2. COMPOSICION QUIMICA.
2.2.1. Proteínasl El análisis de la composición proteica de 
diferentes arenavirus (Tabla 2) permite observar en todos los 
casos la presencia de una protelna mayoritaria no glicosilada 
que forma parte de la nucleocápside viral. Esta nucleoprotelna 
(N) presenta un peso molecular que varía entre 60 y 72 Kd según 
el virus considerado. Esta nucleoprotelna sería la responsable 
de las reacciones antigénicaa cruzadas entre los diferentes 
arenavirus (Buchmeier y Oldstone, 1978). Los viriones aislados 
presentan además, una (virus Machupo, Tacaribe y Tamiami) o 
dos (virus Junín, Lassa, LCM y Pichinde) glicoproteíñas mayorita- 
rias que serian, probablemente, componentes principales de las 
espículas externas observadas en los viriones por microscopía 
electrónica (Buchmeier y col., 1978; Gard y col., 1977; Vezza 
y col., 1977). Puede observarse, además, una gran heterogeneidad 
en los pesos moleculares de las glicoproteínas de loa diferentes 
arenavirus. Aún se desconoce el motivo por el cual algunos miem­
bros de la familia presentan una única glicoproteína, mientras 
que otros presentan dos. El hecho de que todas estas glicoproteí- 
ñas virales se generan por clivaje de un único precursor glicopro 
teico intracelular (de 70 Kd o más de peso molecular) (Buchmeier 
y Oldstone, 1979; Clegg y Lloyd, 1983; De Mitri y Martínez-Sego- 
via, 1985; Harnish y col., 1981; Saleh y col., 1979) podría 
representar una diferencia interesante en cuanto al proceso 
de maduración de dichas proteínas. Por último, debe destacarse 
la existencia de una importante discordancia entre los diferentes 
autores en cuanto a la caracterización de los diferentes polipáp- 
tidos minoritarios (Tabla 2 y sus referencias). Entre estas 
proteínas minoritarias debe destacarse la presencia tanto en 
LCM como en Pichinde, de un polipóptido de 200 Kd (L) (Harnish 
y col., 1981; MartÍnez-Peralta y col-, 1981) que ha sido postula-
Tabla 5: COMPOSICION PROTEICA DE LOS flRENflVIRUS. a
Virus Pichinde Pichinde
Referencia Ramos y col. Vezza y col.
biblicqráfica (1972) (1977)
72.000 * 77.000
72.000 -
- 66.000
- 64.000 *
34.000 * 38.000 *
12.000 12.000
Virus LCM LCft
Referencia Bums y col. Buchmeier y col.
bibliográfica (1983) (1979)
200.000 -
85.000 * -
77.000 63.000
63.000 44.000 *
60.000 t 35.000 *
44.000 * -
35.000 * -
Virus Tacari be Tacaribe
Referencia Gard y col. Gangemi y col.
bibliográfica (1977) (1978)
79.000 77.000
68.000 68.000
- 50.000
42.000 «■ 38.000
- 15.000
Virus Lassa Lassa
Referencia Kiley y col. Clegg,J.C. S. y
bibliográfica (1981) Lloyd,G. (1983)
_ 76.000
- 68.000
72.000 60.000
52.000 * 45.000 *
39.000 t 38.000 *
Pichinde Pichinde Pichinde
Gangemi y col. Young y col. Harnish y col.
(1979) (1901) (1981)
77.000 72.000 200.000
- - 64.000
68.000 62.000 52.000 f-
65.000 * 54.000 * 48.000
38.000 t 34.000 * 38.000
15.000 22.000 36.000 *
15.000 15.000
LCM Junín Junin
M.Peralta y col. Segovia y De Grau y col
(1981) Nitri (1977) (1981)
230.000 * 91.000 -
200.000 71.000 -
85.000 * 64.000 60.000
63.000 58.000 * 44.000 *
44.000 * 38.000 * 34.000 *
35.000 * 25.000
_
Taniami Machuco
Gard y col. Gangemi y col.
(1977) (1978)
77.000 -
- 74.000
66.000 65.000
- 50.000 *
44.000 * 41.000
15.000
Mozambique
Kiley y col. 
(1981)
84.000 *
72.000
54.000 t
40.000 *
a Las cifras corresponden a los pesos moleculares. Se indican con * aquellos polipéptidos glicosilados.
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do como la ARN polimeraea ARN dependiente responsable de la 
r©plicación viral (Dinock y col■, 1932). En el caso particular
de virus Tacaribe no ha podido ser detectada una protelna especi­
fica viral con este peso molecular; no obstante, se ha observado 
en viriones purificados la presencia de una protelna de 105Kd, 
no observada en otros arenavlrus (Capitulo I I ;  Giménez y co l . ,
1983). Por otra parte, ha sido descripta en virus Tacaribe 
la presencia de un polipéptido minoritario de 77-79 Kd (Gangemi 
y col., 1978; Gard y col., 1977); Giménez y col., 1983), el 
cual, al igual que la protelna p 105, no ha sido encontrado 
en otros arenavlrus.
2.2.2. Acidos nucleicos: A diferencia de lo que ocurre con el 
análisis de las proteínas, el estudio de los ARNs virales permite 
observar una notable concordancia entre los diferentes arenavlrus 
estudiados (Junin, LCM, Paraná, Pichinde y Tacaribe). Dichos 
viriones contienen como material genético dos segmentos discretos 
de ARN de simple cadena, de diferente tamaño. El fragmento menor 
(22-25 S) se simboliza normalmente con la letra S y el mayor 
(31-37 S) con la letra L. El peso molecular total del ARN genómi- 
co viral ha sido estimado en el rango de 3,2 a 4,8 x 1 0& daltons. 
En todas las preparaciones virales se han encontrado, acompañando 
a los ARNs virales, ARNs de 4-6 S, 18 S y 28 S provenientes 
de los ribosomas celulares que estos viriones llevan en su inte­
rior (Abelson y col., 1969; Añon y col., 1976; Cárter y col., 
1973a; Dutko y col., 1981; Pedersen, 1970; Rainsing y col., 
1980; Vezza y col., 1977). En algunas preparaciones de virus 
Pichinde se ha descripto además la presencia de un ARN de 15S 
(Dutko y col., 1976; Farber y Rawls, 1975). Este ARN podría 
ser un producto de degradación de alguno de loa ARNs mencionados 
precedentemente; sin embargo, esto no ha sido aún confirmado. Ca­
da una de las especies del ARN viral (L y S) codifican informa­
ción genética diferente (Harniah y col., 1983; Leung y col., 
1979, 1981; Vezza y col., 1978). Estudios genéticos y moleculares 
virus Pichinde y LCM han permitido establecer que el segmentoen
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S codifica la nucleoproteína y ©1 precursor de la glicoproteína 
viral (Auperin y col., 1984a y b; Buchmeier y Oldstone, 1979; 
Harnish y col., 1983; Vezza y col., 1980). El análisis de la 
secuencia completa del ARN S de los virus Pichinde y LCM sugiere 
que la información genética para la síntesis de la proteina 
N estarla situada en el extremo 3' del ARN S y codificada en 
la secuencia complementaria del mensajero correspondiente. Es 
decir, el ARN del virión seria de cadena negativa para la protei­
na N. La información para la síntesis del precursor glicoproteico 
se encontrarla en el extremo 5' del ARN viral, codificada en 
el mismo sentido que el mensajero correspondiente, esto es, 
el ARN viral serla de cadena positiva para el gen de la glicopro- 
teina (Auperin y col., 1984b; Harnish y col-, 1983). El secuencia- 
miento del ARN S del virus Tacaribe ha permitido confirmar para 
este virus lo hallado con anterioridad en virus LCM y Pichinde 
(Franze-Fernández y col., manuscrito en preparación). Estos 
ARNs "bisentido" ("ombisense" en inglés), aunque poco frecuentes, 
ya han sido descriptos para otras familias de virus, como por 
ejemplo Bunyaviridae (Ihara y col., 1984).
Con respecto al ARN L, se desconoce hasta el momento su 
función específica. Sin embargo, se ha postulado a este ARN 
como capaz de codificar la ARN polimerasa ARN dependiente respon­
sable de la replicación del ARN viral y de la transcripción 
de los ARNs mensajeros virales (Harnish y col., 1981, 1983).
2.2.3. Lloldos: Según se comentó en el punto 1, puede observarse 
claramente al microscopio electrónico una envoltura lipldica 
externa en cada partícula v ira l . La presencia de esta membrana 
explica la sensibilidad de todos los arenavirus a la acción 
de solventes lipidíeos, agentes tensoactivos y pH extremos (Rawla 
y Leung, 1979). Recientemente se ha demostrado que la composición
fosfolipidica de los virus Tacaribe, Junin y Pichinde es idénti­
ca. Esta composición difiere de la composición fosfolipidica 
total encontrada en células infectadas, aunque es similar a 
la hallada en la membrana plasmática de dichas células (Rosas,
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1984). Este hecho estarla de acuerdo con el proceso de brotación 
a través de la membrana plasmática, mediante el cual loa arenavi- 
rus culminarían el proceso de morfogénesis (Murphy y Wuthfield,
1975) .
3. REPLICACIQN DE LOS ARENAVIRUS EN CELULAS ANIMALES,
3.1. RANGO DE HOSPEDADORES.
A pesar de que una importante cantidad de animales pueden 
ser infectados con arenavirus en condiciones experimentales.
tabla 3: PRINCIPALES X)SPECADORES NATURALES DE LDS ARENAVIRUS.
virus Hospedador Referencia
ftnapari Oryzofliys goeldi 
Neacawys guianae
Pinheiro y col. (1366)
Flexal üryzorays species Pinheiro y col. (1977)
Junin Calowys laucha 
Calomys Musculinus 
Akodon azaras
Parodi y col.(1958)
Lassa Hastowiys natalensis Buckley y Casals (1970) 
Frawe y col.(1970)
Latino Calowys callosus Johnson y col. (1973)
LCM Mus wusculus Arwstrong y Lillie (1934)
Machupo Calowys callosus Johnson y col. (1966)
tío bal a Praowys jacksonii Sonsalez y col. (1983)
tope i a Mastomys natalensis Wulf y col.(1977)
Paraná Oryzowys buccinatus Uebb y col.(1970)
?i chinde Oryzowys albigularis Trapido y Sannartín (1971)
Tararí be Antibesis literates 
Antibesis jawaicensis
Downs y col. (1963)
Taniavti Sigwodon hispideis Calisher y col.(1970)
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estos virus presentan un rango de hospedadores muy estrecho 
en la naturaleza. La mayoría de los arenavirus presentan un 
único roedor principal como hospedador (Johnson y col., 1973).
Este alto grado de especificidad puede ser explicado asumiendo 
que los arenavirus son capaces de producir infecciones persisten­
tes solamente en los hospedadores adecuados. Como resultado 
del establecimiento de una infección persistente en dichos anima­
les, estos virus aseguran su mantenimiento en la naturaleza. La 
tabla 3 muestra el listado de los principales hospedadores natu­
rales de cada arenavirus.
Con respecto a la infección de cultivos celulares, los 
arenavirus presentan un amplio rango de hospedadores (Hotchin, 
1971; Lehman-Grube, 1971). Las lineas celulares más comúnmente
utilizadas para el estudio de los arenavirus son las células 
BHK21 Y Vero y en menor medida se utilizan células L, MDCK, 
HeLa, PK-13 y PK-15. De aqui en adelante nos referiremos en 
especial a la replicación de los arenavirus en cultivos celula­
res .
3.2. CARACTERIZACION DE LAS INFECCIONES POR ARENAVIRUS EN CULTI­
VOS CELULARES.
3.2.1. Ciclo de crecimiento v ira l .
Los arenavirus se adsorben a las células en cultivo en 
1,5 - 2 h como máximo (Pfau, 1974). El mecanismo mediante el
cual estos virus se adsorben y penetran en la célula hospedadora 
es aún desconocido. Con respecto a la eficiencia de infección, 
los datos existentes hasta el momento indican que los arenavirus 
no producen infecciones eficientes. La evaluación de dicha e f i ­
ciencia, determinada por el método de inm un o f luorescencia indirec 
ta a 24 HPI, no supera el 6 6 * para ninguno de los arenavirus 
ensayados (Buchmeier y col-, 1978; Dimock y col., 1983; Martínez- 
Peralta y col., 1969; Rawls y col., 1976). Después de la adsor­
ción y penetración viral sigue un período en el cual no se obser­
va liberación de virus infectivos al medio extracelular. Este
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período de latericia ha sido estimado en 6 - 8  h (Buchmeier y col., 
1978; Lehman-Grube, 1971; Lehman-Grube y col., 1975). Sin embar­
go, otros autores han observado tiempos más cortos (Dutko y 
Pfau, 1978). En términos generales, a este período de latencia 
sigue la fase logarítmica de crecimiento, en la cual, la produc­
ción viral aumenta rápidamente. Este aumento continúa hasta 
que se alcanza la fase estacionaria de crecimiento. En esta 
etapa, el titulo viral en el sobrenadante celular se mantiene 
constante y es máximo. Siguiendo a esta fase se observa normalmen­
te una notable disminución en la producción de virus infectivos. 
Los aspectos cuantitativos que se refieren a esta curva produc­
ción-tiempo dependen de numerosos factores, tales como la línea 
celular utilizada, el arenavirus estudiado, su historia previa 
y la multiplicidad con que se realiza la infección. Cada una 
de estas variables merece ser particularmente analizada. Con 
respecto a la linea celular utilizada para la propagación viral, 
se observa, en general, una diferencia notable en cuanto al 
titulo máximo obtenido. En células BHK21 -la línea celular más 
frecuentemente utilizada para la propagación de arenavirus- 
se obtienen títulos máximos que varían entre ÍO y 300 UFP/célula, 
según el virus utilizado, su historia previa y la m.d.i. utiliza­
da. En células Balb/C 3T3, nosotros encontramos títulos similares 
a loa obtenidos en células BHK2 1 - Sin embargo, en células Vero 
o MDCK los títulos máximos obtenidos son usualmente 10 a 100  
veces inferiores (Dutko y Pfau, 1978; Vezza y col., 1977 y nues­
tras propias observaciones). Este dato resulta interesante, 
ya que, como veremos más adelante, los arenavirus son capaces 
de producir efecto citopático en células Vero y MDCK, pero repli­
can en células BHK21 Y Balb/C 3T3 sin producirles modificacionea 
aparentes. En cuanto al virus utilizado, se observan diferencias 
importantes con respecto a los títulos máximos obtenidos con 
diferentes arenavirus crecidos en una línea celular determinada 
(ver Capítulo I, Dutko y Pfau, 1978). Nosotros hemos encontrado 
que, a pesar de que el virus Pichinde presenta en células BHK21 
a m.d.i.= 1 un titulo máximo 20 veces superior que los virus
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Tacaribe y Junín, ©ata diferencia se debe a una mayor infectivi- 
dad (UFP/mg de ARN viral) del primero y no a una mayor producción 
de virus, ya que, la cantidad de ARN viral liberada al medio 
extracelular formando parte de los virionea es similar en todos 
los casos (Capítulo I ) .  El tiempo que se tarda en alcanzar el 
máximo en la curva de producción viral depende, principalmente, 
1® m.d.i, utilizada. A m.d. i .- 1, este máximo se alcanza 
entre las 18 y 48 HPI (Buchmeier y col., 1978; Saleh y col., 
1979; Vezza y co l., 1977; Capítulo I ) . El mecanismo mediante
el cual se llega a la fase estacionaria del crecimiento viral 
y luego se produce el descenso en la producción viral, no ha 
sido aún establecido. Dutko y Pfau (1978) sugieren que este 
descenso en la reproducción de virus infectivos se debe a la 
acción de las denominadas partículas defectivas interferentes 
(ver más adelante). Sin embargo, Dimock y col. (1982) consideran 
que la disminución de la producción de virus infectivos no depen­
dería de la generación de partículas defectivas interferentes, 
sino que representarla un mecanismo de autorregulación, que 
estos autores sugieren podrían estar mediados por productos 
del ARN S.
3.2.2. Partículas defectivas interferentes.
En el punto anterior se ha analizado la variación de la 
producción de viriones infectivos y capaces de engendrar progenie 
(VI) en función del tiempo. Sin embargo, para la mayoría de 
los virus animales, la proporción de partículas que reúnen estas 
condiciones representa entre una décima y una millonésima parte 
de las partículas totales liberadas al medio extracelular por 
las células infectadas (Fenner y col-, 1974). La fracción restan­
te corresponde a partículas que, por diferentes motivos, son 
incapaces de autorreplicarse. Desde el punto de vista molecular 
la causa de esta pérdida de autosuficiencia para la replicación 
puede enmarcarse en dos grupos diferentes: 1 ) las debidas a 
alteraciones en el material genético y 2 ) las originadas por 
alteraciones en la composición proteica del virus. Las primeras,
/
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es decir los debida© a modificaciones en el genoma viral, son 
las méa frecuentes e incluyen mutaciones, delaciones y pérdida 
de fragmentos en el caso de virus con genoma segmentado. Todas 
aquellas partículas cuyo genoma presente estos ••defectos’’ son 
denominadas partículas defectivas. En algunos casos se observa 
la pérdida total del material genético, lo cual da lugar a la 
formación de las denominadas partículas vacías (Fenner y c o l •,
1974)• Algunas alteraciones en la composición proteica conducen 
Q formación de partículas incapaces de autorreplicarse;por
ejemplo: la modificación de la estructura de alguna proteína
de la nucleocépside viral puede generar partículas fácilmente 
inactivables (el material genético de estas partículas puede 
ser más accesible a nucleasas o más sensible a la acción del 
calor, la luz, etc); la alteración de una proteína interna nece­
saria para mantener la conformación espacial de los distintos 
componentes en la partícula viral, o bien la modificación de 
alguna proteína externa, pueden originar partículas incapaces 
de unirse a los sitios de reconocimiento (receptores) en la 
membrana plasmática de la célula hospedadora. Por último, la 
pérdida de actividad de algunas proteínas necesarias para la 
transcripción primaria del genoma de algunos virus (por ejemplo 
una transcriptasa reversa) genera viriones que, luego de penetrar 
en la célula hospedadora, son incapaces de replicarse (Fenner 
y col., 1974). Es evidente que pueden obtenerse, además, partícu­
las con todas las combinaciones posibles entre los defectos 
mencionados. Si bien ninguna de estas partículas defectuosas 
con alteraciones en el genoma, en la composición proteica o 
en ambos son capaces de replicar por sí mismas, muchas de ellas 
pueden introducir componentes virales en la célula infectada 
que interfieren con la replicación normal de los VI. Esta inter­
ferencia es producida, casi exclusivamente, por las partículas 
defectivas, es decir por aquellas partículas con defectos impor­
tantes en el genoma viral. Estas partículas defectivas interioran­
tes han sido frecuentemente observadas en numerosos virus anima­
les como por ejemplo, en influenza virus (Von Magnus, 1951),
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en poliovirus (Colé y col., 1971), en reovirus (Nonoyama y Gra- 
ham, 1970), en rabdovirus (Huang y col., 1966), adenovirus (Mack, 
1971), etc. y también en algunos virus vegetales (Huang, 1973) 
y bacteriófagos (Enea y Zinder, 1975). Estas partículas se gene­
ran espontáneamente durante la multiplicación de los virus infec­
tivos normales (VI), como resultado de fallas en la replica- 
ción del genoma viral (Bruton, 1976; Huang y Palma, 1974; Murray 
y col-, 1975; Portner y Kingsbury, 1972; Welsh y Pfau, 1972; 
Weish y col., 1972). Se ha demostrado que estas fallas se produ­
cen al azar (Holland y col., 1976; Janda y col., 1979) y resultan 
ser, generalmente, deleciones (Bruton y Kennedy, 1976; Colé 
y col., 1971; Huang y Wagner, 1966; Kingsbury y col., 1970) 
y/o pérdida de fragmento(s) en el caso de virus con genoma segmen 
tado (Nonoyama y Grahamn 1970; Pons y Hirst, 1969). Como se 
comentó anteriormente, las partículas que portan este material 
genético defectuoso son incapaces de replicarse en forma autónoma 
cuando infectan una célula. Necesitan para ello de la replicación 
simultánea (en la misma célula) de una partícula normal (VI) 
que le provea de los elementos que ella no puede sintetizar. 
Huang y Baltimore (1970) propusieron la denominación de defecti­
vas interferentes (DI) a dichas partículas y les asignaron las 
siguientes propiedades principales: 1) Interfieren con la repli­
cación intracelular del virus homólogo normal (VI); 2) Contie­
nen proteínas virales estructurales idénticas a las de las partí­
culas infectivas; 3) Poseen su material genético defectuoso 
(generalmente delación); 4) Sólo pueden replicarse en presencia 
del VI.
En el caso particular de los arenavirus se ha podido detec­
tar, en sobrenadantes de células infectadas y fluidos biológicos* 
actividad interferente. Esta actividad interferente se puede 
medir por la capacidad que dichos fluidos presentan para reducir 
la producción de VI en algunos cultivos celulares o de inhibir 
la formación de placas en células sensibles (Popescu y col.* 
1976; Welsh y Pfau* 1982). Sin embargo* el estudio de las propie­
dades de las partículas DI de arenavirus se ha visto obstaculiza­
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do por la dificultad que representa separar dichas partículas 
DI de los VI. Como se mencionó antes, los arenavirus son pleomór- 
ficos y la separación de las partículas DI de los VI mediante 
el uso de métodos fisicoqulmicos resulta complicada. Debido 
a este hecho, la mayor parte de los estudios tendientes a demos- 
r^ar las propiedades de las DI de arenavirus han sido llevados 
a cabo con partículas obtenidas de cultivos celulares persisten- 
temente infectados, los cuales producen niveles mínimos de VI 
(Rawls y Leung, 1979). Tal vez, el hecho de no haber trabajado 
con entes particulados física y bioquímicamente definidos haya 
sido la causa de los resultados contradictorios observados por 
distintos autores al intentar caracterizar las partículas DI 
de diferentes arenavirus. Por ejemplo, con respecto al análisis 
del carácter defectivo del material genético los resultados 
son confusos. En los virus LCM y Paraná se ha observado una 
mayor resistencia a la irradiación con luz U.V. de la actividad 
interferente con respecto a la capacidad formadora de placas 
(Staeneck y Pfau, 1974; Welah y col., 1972), lo que sugiere 
que el genoma de las DI podría ser más pequeño que el de los 
correspondientes VI. Las DI obtenidos de células persistentemen­
te infectadas con virus Paraná mostró la falta del ARN S genómico 
viral (Dutko y col., 1978). Sin embargo, para el virus LCM, 
el análisis comparativo de los ARNs virales de las partículas 
DI y los VI ha arrojado resultados contradictorios: algunos 
autores (Martlnez-Peralta y col., 1981) encuentran pérdida del 
ARN S en el caso de las DI, mientras que otros (Welsh y col., 
1975) no observan diferencia en el material genético de las 
DI y los VI. Con respecto al genoma de las DI del virus Pichin- 
de, se han observado importantes alteraciones en los electrofore- 
gramas del ARN en función del número de pasaje de las células 
persistentemente infectadas utilizadas para su obtención (Dutko 
y col., 1976). Las razones por las cuales se observan estas 
variaciones entre los diferentes trabajos no son claras. Aunque, 
como se indicó antes, es probable que esto esté relacionado 
con la metodología empleada para la obtención de las partículas
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DI- De todo esto se desprende que la falta de integridad genómica 
de las DI de los diferentes arenavirus es aún desconocida, por 
lo cual no puede afirmarse que las partículas en cuestión sean 
realmente defectivas. Con respecto a las proteínas estructurales 
de las DI, la incertidumbre es similar a la encontrada para 
los ARNs. Mientras que algunos autores (Welsh y col., 1975) 
encontraron en virus LCM perfiles electroforáticos idénticos 
entre las proteínas de las DI y los VI, otros (Martínez-Peralta 
y col., 1981) encontraron, para el mismo arenavirus, diferencias 
importantes en su composición proteica. Por último, nada se 
sabe acerca de la capacidad de autorreplicación de las DI de 
los arenavirus. No se ha demostrado aún que estas partículas 
sean capaces de replicarse por si mismas, aunque tampoco se 
ha demostrado lo contrario. Sin embargo, ciertas evidencias 
sugieren que estas partículas DI necesitan la participación 
de los VI para autorreplicarse. Por ejemplo, la replicación 
viral en cultivos celulares infectados con baja m.d.i. (condición 
en que no se favorece la coinfección de células con VI y DI) 
produce, generalmente, bajos niveles de DI, mientras que la 
replicación en cultivos infectados con alta m.d.i. (donde hay 
una mayor probabilidad de coinfección) produce, generalmente, 
niveles elevados de DI en los sobrenadantes celulares (Dutko 
y Pfau, 1978; Welsh y Pfau, 1972).
Resumiendo, el análisis detallado de cada una de las propie­
dades básicas asignadas a las partículas DI en general (Huang 
y Baltimore, 1970) para el caso particular de los arenavirus, 
permite evidenciar incertidumbre en el conocimiento de las mis­
mas. Por lo tanto, se desea dejar bien sentado que, a pesar 
de no estar de acuerdo en denominar defectivas interferentes 
a las mencionadas partículas, en el presente trabajo se usará 
esta nomenclatura por estar ampliamente difundida entre loa 
autores dedicados al estudio de los arenavirus.
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3.2.3, Establecimiento de infecciones persistentes.
El establecimiento de infecciones persistentes en células 
en cultivo he sido descripto en numerosos sistemas virales 
(Preble* y Youngner, 1975; Walker, 1964). La generación de partí­
culas DI constituye uno de los mecanismos más importantes en 
el establecimiento de las infecciones persistentes (Friedman 
y Ramseur, 1979). Su participación en infecciones crónicas ha
sido demostrada para numerosos virus (Barsky y Cornefert, 1962; 
Holland y Villarreal, 1974; Inglot y col., 1973; Kawai y co l . , 
1975; Kiley y col., 1974; Lazzarini y Scolnick, 1976; Rima y 
col., 1977; Roux y Holland, 1979; Ruatigian, 1962).
Como se veré més adelante (3.2.4), los virus en su interac­
ción con la célula hospedadora pueden provocar infecciones l í t i -  
cas y no llticas. En este último caso, el establecimiento de 
la persistencia se logra mediante el mantenimiento continuo 
del cultivo celular infectado. Sin embargo, en el caso de las 
infecciones líticas, la persistencia sólo puede lograrse a partir 
de las células sobrevivientes a dicha lisia. Con el objeto de 
prevenir o disminuir el efecto citopético y lograr el estableci­
miento de infecciones crónicas, se ha recurrido frecuentemente 
al uso de anticuerpos (Gould y Linton, 1975), de interferón 
(Nishiyama, 1977; Preble y Youngner, 1972), de partículas DI 
(Rima y col., 1977; Roux y Holland, 1979), etc.
En el caso particular de los arenavirus, la replicación 
en algunos sistemas celulares (BHK2 1 * Balb/C 3T3) procede sin 
provocar efectos apreciables sobre la viabilidad celular. En 
otros cultivos celulares (MDCK, Vero, PK—15), sin embargo, la 
replicación viral causa, en determinadas condiciones, la lisia 
de una fracción variable de las células que constituyen la mono 
capa. Como se mencionó poco antes esta monocapa puede reconsti­
tuirse totalmente a partir de las células sobrevivientes. En 
cualquiera de los dos casos se logra el establecimiento de infec­
ciones persistentes (Boxaca, 1970; Lehman-Grube y col., 1969; 
Staeneck y col., 1972; Traub y Kesting, 1963) en las cuales 
los cultivos infectados con arenavirus se comportan de igual
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forma que loa no infectados. Dichas infecciones crónicas reducen 
notablemente la capacidad de sobreinfección con el mismo u otros 
arenavirus (Boxaca, 1970; Boxaca y col., 1972). Sin embargo 
la respuesta a la sobreinfección por arenavirus no es uniforme 
para todos los miembros del grupo (Damonte y col., 1983). El 
establecimiento de la persistencia provoca la inhabilidad del 
sistema para producir partículas infectivas en etapas tardías 
de la infección (Lehman-Grube y col., 1969). A pesar de ello, 
puede observarse inmunofluorescencia específica en los cultivos 
infectados y la liberación al medio de cultivo de partículas 
interferentes (Damonte, y col., 1981; Help y col., 1976; Help 
y Coto, 1980; Lehman-Grube, 1969; Oldstone y col., 1977; Staeneck 
y col., 1972; Welsh y col., 1972; Welsh y Oldstone, 1977). Se 
ha sugerido que la presencia de dichas partículas en los "stocks" 
de arenavirus usados durante la infección, podría ser la causa 
de la disminución o eliminación total de la capacidad citolítica 
de estos virus en células susceptibles (ver Capítulo I I ,  Dutko 
y Pfau, 1978; Popescu y col., 1976) facilitando así el estableci­
miento de la persistencia viral. Sin embargo, el mecanismo mole­
cular mediante el cual se establece y mantiene dicha persistencia 
en cultivos celulares infectados con arenavirus es aún desconoci­
do. Aparentemente, las partículas DI jugarían un papel fundamen­
tal en la regulación de la replicación de los viriones infectivos 
y la síntesia de sus antígenos (Pedersen, 1979). Sin embargo, 
extractos libres de células, obtenidos a partir de células persis­
tentemente infectadas y que no muestran evidencia de poseer 
partículas defectivas interferentes, también son capaces de 
establecer la persistencia viral (Van der Zegist y col-, 1983). 
Es evidente que debe obtenerse mayor información con respecto 
al fenómeno de interferencia viral ai se desea establecer cuales 
son los eventos moleculares que permiten el establecimiento 
y el mantenimiento de la persistencia.
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3-2.4. Efecto citopático.
La Infección de diversos cultivos celulares con diferentes 
sistemas virales generan en las células hospedadoras una importan­
te variedad de efectos morfológicos y cambios bioquímicos (Shat- 
kin, 1983). Estos efectos varían en intensidad según las diferen­
tes combinaciones virus-célula e involucran, probablemente, 
la superposición de varios mecanismos que culminan, generalmente, 
con la lis ia  celular. La influencia de la célula hospedadora 
sobre la capacidad c ito lít ica de diferentes virus es notable; 
por ejemplo, el paramixovirus SV5 es capaz de replicar en cultivo 
primario de células de riñón de mono sin producir efectos aprecia­
bles sobre dichas células, sin embargo, su replicación en células 
de hámster conduce rápidamente a la lis ia celular (Holmes y 
Choppin, 1966). En la mayoría de los casos el efecto citopático 
(CPE) y la lis ia  celular son consecuencia directa de la replica­
ción viral (competición de los mARNs virales con los celulares, 
degradación de los mARNs celulares, inhibición especifica de 
la síntesis proteica por la formación de pollpéptldos inducidos 
por la replicación viral, etc). No obstante, en algunos casos 
particulares el CPE se produce sin necesidad de que el virus 
se replique (proteínas constitutivas virales tóxicas) (Shatkin, 
1983).
Con respecto al caso particular de los arenavirus, su capa­
cidad para producir CPE en cultivos celulares está aún en discu­
sión (Pedersen, 1979). En la mayoría de los casos el CPE está 
ausente o es poco evidente, sobre todo cuando la infección se 
lleva a cabo con una m.d.i. elevada. Debido a ello los arenavirus 
son considerados como no citopatogénicos (Pedersen, 1979; 4 h^ 
Report of the International Committee for Taxonomy of Virusas, 
1982). Sin embargo, Dutko y Pfau (1978) observaron un marcado
efecto citopático en células MDCK y PK-15 infectadas con virus 
LCM y Pichinde, aunque, en ningún caso, lograron provocar la 
l is is  total de la monocapa celular. Dichos autores sugirieron 
que la presencia de DI en los "stocks" virales utilizados durante 
la infección, protegería a las células del CPE. Por otra parte.
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se ha descripto que la infección a elevada m.d.i. de células 
Vero con diferentes arenavirus es incapaz de provocar CPE. Este 
hecho es llamativo, ya que dichas células se utilizan normalmente 
para titular arenavirus por plaqueo en medio sólido. Como se 
mostrará en el Capitulo I I ,  hemos logrado obtener "stocks” de 
virus Tacaribe capaces de inducir lis is  total de la monocapa 
en células Vero. Dichos "stocks" presentan una muy baja propor­
ción de partículas DI. No conocemos aún el mecanismo mediante 
el cual el virus Tacaribe genera el CPE. Sin embargo, hemos 
encontrado que dicho efecto se encuentra asociado a una importan­
te inhibición de la síntesis de macromoléculas celulares 
(Capítulo I I ) .  Sabemos también que es necesaria la expresión 
del genoma viral para la producción de ambos efectos, ya que 
éstos no se observan infectando células con virus inactivados 
por radiación U.V. (observación no publicada).
3.2.5. Efecto de la repllcaclón viral sobre la síntesis de 
macromoléculas celulares._
En la mayoría de los sistemas virales el CPE se observa 
asociado con la inhibición de la síntesis de macromoléculas 
celulares. En general, el blanco primario resulta ser la síntesis 
proteica (Shatkin, 1983).
De igual forma que lo observado para el CPE, el desarrollo 
de la inhibición de la síntesis de macromoléculas depende mucho 
de la célula hospedadora. Por ejemplo, la síntesis proteica 
en células L (fibroblastos de ratón) es notablemente inhibida 
en células infectadas con reovirus tipo 3 (Detjen y col., 1982; 
Skup y Millword, 1980) o con el virus de la encefalomiocarditis 
(Jen y Tach, 1982), en tanto que en células SC-1 (otra linea 
de fibroblastos de ratón) la infección con dichos virus no afecta 
en forma directa la síntesis proteica (Detjen y col., 1982; 
Jen y Tach, 1982). Los mecanismos mediante los cuales se produce 
la mencionada inhibición son diversos y dependen estrictamente 
del sistema virus-célula. Por ejemplo, en el caso de células 
HeLa infectadas con poliovirus se encontraron modificaciones
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©n los factores de Iniciación que provocarían una traducción 
casi exclusiva del mARN viral (Helentjaris y Ehrenfeld, 1978). 
Los virus Herpes Simplex-1 y el virus de la plaga de las aves 
en diversas lineas celulares son capaces de favorecer la degrada­
ción de los mARNs celulares (Inglis, 1982; Nishioka y Silver- 
stein, 1978). La replicación de adenovirus en células HeLa provo­
ca una disminución en la proporción de mARNs celulares a expensas 
de un transporte nucleocitoplasmático selectivo en favor de 
los transcriptos virales (Beltz y Flint, 1979). Otros sistemas 
virales son capaces de inducir cambios en la permeabilidad celu­
lar, que modifican el equilibrio salino intracelular; esto provo­
caría una inhibición selectiva en la iniciación de la traducción, 
favoreciendo la traducción de los mARNs virales (Carrasco y 
Smith, 1980; Garry y col., 1979).
En el caso particular de los arenavirua, los resultados 
encontrados por numerosos autores (Buchmeier y col., 1978; Gimé­
nez y col., 1983; Oldstone y col., 1977; Rawls y Leung, 1978; 
Saleh y col., 1979) sugieren que los miembros de esta familia 
de virus son incapaces de afectar la síntesis de macronoléculaa 
celulares. Estas observaciones llevaron a clasificar a los arena- 
virus como incapaces de afectar loa procesos celulares vitales 
(Pedersen, 1979, Fourth Report of International Committee for 
Taxonomy of Viruses, 1982). Sin embargo, como se demuestra en 
el Capitulo II  del presente trabajo, la infección de células 
Vero con "stocks" de virus Tacaribe conteniendo una baja propor­
ción de partículas DI produce inhibición en la síntesis de macro- 
moléculaa celulares (proteínas y ácidos nucleicos) de hasta 
un 70-75* con respecto a los controles no infectados. Como se 
verá más adelante esta inhibición en la síntesis de macromolécu- 
las celulares presenta una importante correlación con la apari­
ción del CPE y, al igual que éste, puede ser disminuido o elimi­
nado mediante el aumento de la cantidad de DI en el momento 
de la infección. No conocemos aún el mecanismo mediante el cual 
se produce esta inhibición.
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3-3. SINTESIS DE PROTEINAS Y ARNa VIRALES EN LAS CELULAS
INFECTADAS.
3•3•1• Slntesis de proteínas virales lntracelulares .
La síntesis de proteínas virales lntracelularea se ha estu­
diado, hasta el momento, en cultivos celulares infectados con 
virus Pichinde, LCM, Lassa, Junín y Tacaribe. Estos estudios 
se han concentrado principalmente en la detección de la nucleopro- 
teína viral, el precursor de laCs) glicoproteínaCs) viral(es) 
y unos pocos polipéptidos minoritarios.
En células BHK21 infectadas con virus Pichinde se ha detec­
tado, a partir de las 12 HPI, la aparición de la nucleoproteína 
viral (N de 64 Kd) y el precursor de las glicoproteíñas virales 
(GPC de 79 Kd), que también es glicosilado. Además se ha observa­
do -mediante inmunoprecipitación con anticuerpos específicos- 
la aparición de una proteína de 200 Kd que ha sido propuesta 
como la ARN polimerasa viral (Dimock y col., 1982; Harnish y 
col., 1981). En células BHK21 infectadas con virus LCM se ha 
detectado la nucleoproteína viral (N de 63 Kd) a partir de las 
6 HPI y se ha observado la aparición, a partir de las 24 HPI, 
de una glicoproteína (GPC de 75 Kd) precursora de las glicoprotei- 
ñas Gpi y Gp2 constitutivas del virión (Buchmeier y col., 1978; 
1979). A pesar de que en el virión aislado se ha podido detectar 
una protelna de 200 Kd (Burns y col., 1983; Martínez-Peralta 
y col., 1981), debido a la falta de inhibición de la síntesis 
de proteínas celulares (Buchmeier y col., 1978) ésta no se ha 
detectado en la célula hospedadora. Por otra parte, en células 
infectadas con virus Lassa se hallaron cuatro proteínas virales: 
la nucleoproteína de 60 Kd, las glicoproteíñas estructurales 
de 38 y 45 Kd y una glicoprotelna de 72 Kd, probable precursor 
de estas últimas (Clegg y LLoyd, 1983). La infección de células 
BHK21 con virus Junín permitió detectar la aparición de la nucleo­
proteína viral (N de 60 Kd) y de dos glicoproteínaa de 33 y 
57 Kd, recién a partir de las 48 HPI (Rustid , 1984). Sin embar­
go, otros autores (De Mitri y MartÍnez-Segovia, 1985), mediante
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inmunoprecipitación con antisueros específicos, observaron la 
aparición de la nucleoproteina N (de 64 Kd) a partir de las 
24 HPI. A partir de las 48 HPI estos autores observaron, además, 
la aparición de dos glicoproteínaa de 72 Kd y de 38 Kd, cuya 
relación precursor producto se demostró. También han podido 
detectar una protelna de 200 Kd. Por último, Saleh y col., 
(1979), en células BHK21 infectadas con virus Tacaribe, observa­
ron a partir de las 24 HPI la síntesis de la nucleoproteína 
viral. Recién después de las 36 HPI estos autores observan la 
aparición de dos glicoproteínaa, una de 70 Kd -precursora de 
la glicoproteína estructural- y otra de 42 Kd -estructural-. Por 
parte, también han sido descriptos en células infectadas 
con virus Tacaribe, una serie de polipéptidos minoritarios de 
aparición tardía; estos son: el polipéptido P de 77-79 Kd 
(Compaña y col., 1981); los polipéptidos P?9 y pl05 (Giménez 
y col., 1983) y un polipéptido de 73 Kd, probable precursor 
de la glicoproteína viral (Boersma y col., 1985). Debe destacarse 
que las proteínas de 73, 79 y 105 Kd no han sido observadas
en cultivos celulares infectados con otros arenavirus y que, 
en células infectadas con virus Tacaribe, no se ha observado 
la proteína de 200 Kd detectada con Pichinde, LCM y Junín. Como 
se verá en el Capítulo I I ,  en las células Vero infectadas con 
virus Tacaribe nosotros hemos observado la síntesis de la nucleo- 
proteina viral de 68 Kd y de una glicoprotelna de aproximadamente 
72 Kd a partir de las 6 HPI. A partir de las 12 HPI pudimos 
detectar la síntesis del polipéptido P?  ^ y de una protelna de 
105 Kd que podría corresponder a la observada por Giménez y 
c o l . (1983). Al igual que estos autores no hemos podido detectar 
en células infectadas con virus Tacaribe la síntesis de ningún 
polipéptido de 200 Kd inducido por la replicación viral. Debe 
destacarse además, que en ningún momento después de la infección 
hemos podido detectar dentro de las células infectadas (tanto 
Vero como BHK2 1 ) 1® aparición de la glicoproteína estructural 
(38 Kd).
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3.3.2. Replicación del ARN v ira l.
Hasta e1 momento no existe información sobre la secuencia 
de eventos moleculares implicados en la replicación intracelular 
del ARN v ira l .
Según nuestra experiencia, usando actinomicina D para inhi­
bir la síntesis del ARN celular y marcando con uridina radioacti­
va, puede ser observada en células Vero y BHK21 infectadas con 
virus Tacaribe la síntesis de los ARNs L y S virales, a partir 
de las 8 HPI (observaciones no publicadas). Sin embargo, debido 
a la baja proporción de ARNs virales intracelulares (menor del 
1% del ARN celular total, según nuestras observaciones en células 
infectadas con virus Tacaribe y Junin) y la baja sensibilidad 
de la metodología empleada, no hemos podido detectar otros ARNs 
de origen viral (mensajeros virales, intermediarios de replica­
ción, etc .).  Por otra parte, este método no permite determinar 
si los ARNs L y S detectados corresponden, cada uno, a las cade­
nas del ARN genómico viral, o a las del ARN viral complementario 
o a ambas. Mediante el uso de técnicas de ingeniería genética, 
la síntesis de "sondas” de ADNs específicos virales radiactiva­
mente marcadas, ha permitido mejorar esta situación. El uso 
de estas "sondas" radiactivas y la aplicación de técnicas de 
hibridación molecular al análisis de los ARNs virales intrace- 
lularea ha permitido detectar a las 24 HPI en células BHK21 
infectadas con virus Pichinde, el ARN genómico viral, el ARN 
viral complementario y dos ARNs subgenómicos correspondientes 
al ARN S (Auperin y col., 1984a, 1984b). Se demostró que uno 
de estos ARNs subgenómicos -codificado en el extremo 3 *  del 
ARN S- es el mARN de la nucleoproteína viral. El otro ARN subge- 
nómico se supone que codifica para la síntesis de la giicoproteí- 
na GPC y se transcribe desde el extremo 5' del ARN S (Auperin 
y col., 1984b). No existe información con respecto a los eventos 
intracelulares que se refieren a la replicación de la cadena 
L del ARN viral. Sólo se ha sugerido la presencia de una fracción 
subgenómica en células infectadas con virus LCM (Riviere y col.,
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1985) Tampoco se conoce con certeza cuáles son las proteínas 
codificadas por el fragmento L del ARN viral.
3.4. REQUERIMIENTO DE FACTORES CELULARES.
Con el objeto de analizar la participación de funciones 
celulares durante la replicación de virus cuyo genoma es ARN, 
se ha estudiado el efecto de diferentes inhibidores de la trans­
cripción celular sobre la producción viral. La actinomicina 
D ha sido la droga más ampliamente utilizada con este fin. Ha 
permitido demostrar que la replicación del virus de la poliomie- 
e-^ virus Coxackie A9, el virus de la enfermedad de New- 
caatle, el virus Sindbis, el virus de la estomatitis veacicular, 
el virus Sendai y otros, no necesitan de la transcripción celular 
para su replicación, mientras que otros virus, como el virus 
de la gripe, el virus del sarcoma de Rous, el virus de la plaga 
de las aves, etc-, necesitan de la transcripción del ADN del 
hospedador para su replicación (Ver revisión en Reich y Goldberg, 
1964).
En el caso particular de los arenavirus, estudios llevados 
a cabo con virus LCM y Pichinde mostraron que la actinomicina
D afectaba drásticamente la producción viral determinada a 24- 
96 HPI (Buck y Pfau, 1969; Mifune y col., 1971; Rawls y col.,
1 S 7 G ;  Stanwick y Kirk, 1971). El mismo fenómeno se observó en 
células infectadas con virus Tacaribe tratadas con a-amanitina 
(Mersich y col., 1979) y en células infectadas con virus Pichinde 
enucleados mediante el uso de citochalasina B (Banerjee y col., 
1975/1976). Sin embargo, en todos los casos el análisis de la 
producción viral fue realizado después de tratamientos prolon­
gados con las drogas mencionadas. En estas condiciones el análi­
sis de los resultados obtenidos se hace complicado debido a
que es d i f íc i l  discernir entre un efecto específico sobre la
replicación viral y un efecto tóxico sobre las células hospedado- 
ras causadas por la acción de las drogas. En esta tesis se demues­
tra (ver Capítulo I) que dosis elevadas de actinomicina D no 
afectan la producción de virus Tacaribe, Junín y Pichinde, cuando
38
se extreman las condiciones para reducir el efecto tóxico de 
la droga sobre las células. Esto permitió concluir que la repli- 
cación de arenavirus no necesita de la transcripción celular 
simultánea, ni inmediatamente después de la infección, ni en 
la fase estacionaria de crecimiento viral (ver Capítulo I ) .  No 
se descarta, sin embargo, la posibilidad de que el virus necesite 
transcriptos de vida media larga u otras funciones nucleares 
(distintas de la transcripción) para su replicación.
4. OBJETIVOS DEL TRABAJO.
Con la finalidad de encarar el estudio de los eventos mole­
culares en las infecciones por arenavirus, es necesario conocer 
previamente aspectos biológicos básicos de la replicación de 
estos virus y de su interacción con la célula hospedadora. En 
la primera parte del presente trabajo se estudian problemas 
biológicos básicos de estos virus, haciendo incapié en el análi­
sis de hechos desconocidos o aún en discusión acerca de la repli­
cación viral y la interacción virus-célula.
En el primer capítulo se investiga la replicación de tres 
arenavirus en células BHK l^- Se aborda aquí el estudio del ciclo 
replicativo de los virus Junín, Tacaribe y Pichinde, analizando 
cada una de sus etapas: la adsorción, el período de latencia
y las fases logarítmica y estacionaria de crecimiento. Se deter­
minó la constante de adsorción viral, el período de latencia 
y la infectividad específica en la fase estacionaria de crecimien­
to para cada uno de los arenavirus estudiados. Se investigó 
la posible participación de las partículas DI en el establecimien­
to de la fase estacionaria de crecimiento del virus Tacaribe. Se 
analizó, además, el tiempo de generación viral para los virus 
Junín, Tacaribe y Pichinde en dicha fase de crecimiento (tiempo 
necesario para que cada uno de estos virus sintetice su material 
genético, se ensamble y se libere al medio extracelular formando 
una partícula viral completa). Debe destacarse que el conocimien­
to de estos parámetros, además de aportar información original
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sobro el sistema, permitió progresar en el estudio del mismo. Un 
ejemplo claro de ello lo constituye la determinación del efecto 
1® actinomicina D sobre la replicación de los tres arenavirus 
mencionados. Gracias al conocimiento del tiempo de generación 
viral pudo determinarse el efecto de la actinomicina D sobre 
la replicación viral (Capitulo I ) ,  definiendo asi un aspecto 
repetidamente discutido para esta familia de virus.
En el Capítulo II se estudia la replicación del virus Taca- 
ribe en células Vero, encarando preferentemente la interacción 
virus-célula. Se intenta aquí dar una explicación a un hecho 
paradójico, frecuentemente observado por diferentes autores 
durante la replicación de arenavirus en células Vero (ver Intro­
ducción): mientras que estos virus producen placas de lisis
en dichas células cuando se infecta con baja m.d.i., no se obser­
van efectos apreciables sobre la integridad celular al infectar 
con m.d.i. elevadas. Ciertas consideraciones (ver Capítulo II ) 
nos llevaron a suponer que estos hechos estarían relacionados 
con la presencia de partículas DI en los "stocks" virales. A 
partir de dichas consideraciones surgieron las siguientes hipóte­
sis: a) "stocks" de virus infectivos deberían producir lis is 
celular; b) como se observa en la mayoría de los virus citopato- 
génicos (ver Introducción) debería haber inhibición de la sínte­
sis de macromoléculas celulares; c) el efecto citopático y la 
inhibición de la síntesis de macromoléculas celulares (si se 
produjeran) podrían ser eliminadas por la presencia de DI (ver 
Introducción). Con el objeto de analizar la factibilidad de 
cada una de estas hipótesis, desarrollamos condiciones para 
la preparación de "stocks" ricos en D.I. CCPE (-)3 y pobres 
en DI CCPE <03 . Este hecho nos permitió, por una parte, v e r i f i ­
car la veracidad de las hipótesis inicialmente planteadas, pero, 
por otra parte, nos abrió una nueva posibilidad, la de utilizar 
este sistema para comenzar a indagar acerca de los eventos mole­
culares que llevan al desarrollo del efecto citopático y la 
inhibición de la síntesis proteica celular y de cuáles son las 
diferencias, a nivel molecular, que llevan a una infección lítica
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o a una infección no lit ica. Para ©lio debimos caracterizar, 
en primer lugar, el sistema desde el punto de vista biológico 
(se analizó la eficiencia de infección viral y la capacidad 
de las células infectadas para producir virus infectivos) y 
desde el punto de vista molecular (se caracterizaron las proteí­
nas virales intra y extracelulares). Una vez definido el sistema, 
analizamos, a nivel molecular, el posible efecto de las DI sobre 
la replicación de los VI y la probable vinculación de estos 
eventos moleculares con el desarrollo del efecto citopético 
y de la inhibición de la síntesis de proteínas celulares. Debe 
destacarse que estos estudios constituyen un análisis básico 
del sistema que nos permitirá avanzar en un proyecto más ambicio­
so que incluye, además del análisis de la síntesis de proteínas 
virales, el estudio de la replicación del ARN viral, la produc­
ción de mARNs virales, intermediarios de replicación, etc., 
durante las infecciones li t ica  y no lit ica .
MATERIALES Y METODOS
1• Lineas celulares. Mantenimiento y conservación•
Durante el desarrollo del presente trabajo se han utilizado 
células BHK21 clon 13 crecidas en monocapa (fibroblastos de 
riñón de hámster lactante -Mesocricetus auratus-; Stocker y 
Mac Pherson, 1961) y células Vero (fibroblastos de riñón de 
mono verde africano -Cercopithecus aethiops-; Yasumura y Kawati- 
ca, 1963). Ambas líneas celulares fueron mantenidas durante 
sucesivos pasajes en botellas cerradas de material descartable 
(generalmente de 25 cm^  de superficie). La composición de los 
medios de cultivo utilizados fue la siguiente:
Línea celular Vero DHKai
Medio de cultivo base MEM (Earle)-Gibco MEM (61asgow)-Gibco
Suplementario con:
Suero equino-fíibco 5X (medio de crecimiento) -
2% (medio de mantenimiento) -
Suero bovino - 5% (medio de crecimiento)
(ternero)-Gibco lí (medio de mantenimiento)
Frasco cerrado Caías de Petri Frasco cerrado Caías de Petr
Penicilina 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml
estreptomicina 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml
NaKCÜj 0.8 gr/lt 2.0 gr/lt 0.8 gr/lt 2.0 gr/lt
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Para el mantenimiento de ambas lineas celulares se utilizó 
la siguiente metodología:
Al llegar a saturación total (monocapa celular completa) las 
células se desprendieron de la monocapa con tripsina 0,25* en 
solución salina de fosfatos (PBS).
Se resuspendieron las células en el medio de cultivo adecuado, 
se homogeneizó la suspensión y se trasvasó una cantidad adecuada 
(aproximadamente 1 x 10^  célulaa/cw^) a una nueva botella conte­
niendo medio de cultivo fresco.
- Se incubaron las células en botella cerrada a 37*C.
- Se realizaron cambios de medio de cultivo cada 48 ha, regulando 
la velocidad de crecimiento mediante la modificación de la concen­
tración de suero en el medio de cultivo.
Para la siembra de cajas de Petri se procedió en forma 
similar. Se utilizó en este caso el medio de cultivo correspon­
diente y la incubación de las células de realizó a 37*C en atmós­
fera de CO2 <5* de CO2 en a ire ) .
Para la conservación de las líneas celulares se congelaron 
a -196*C (N2 l íq . )  pasajes bajos de células (44 para células
Vero y 26 para células BHK2 1 ) en 1 mi de medio de cultivo suple- 
mentado con 10* de glicerol y 20* del suero correspondiente, 
a razón de 10^  células/ml. Para la recuperación de dichas célu­
las, se descongelaron rápidamente en un baño a 37*C con agitación 
enérgica y se sembraron 10^  células/25cm2 en el medio de cultivo 
correspondiente suplementado con 10* de suero.
Las células Vero, provenientes de la "American Type Culture 
Collection" (ATCC), fueron mantenidas entre los pasajes 48 y 
60. Las células BHK21 el- 13, también provenientes de la ATCC, 
fueron mantenidas entre los pasajes 28 y 60. Periódicamente 
se verificó la ausencia de micoplasma utilizando el método de 
Schneider y col. (1974).
2. Cepas virales utilizadas.
El virus Tacaribe (cepa TRVLII573 de C.T. Pfau, Rensselaer 
Polytechnical Instituto, Troy, N.Y., E.E.U.U.) fue gentilmente
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provisto por la Dra. M. Weissenbacher (Facultad de Medicina, 
U.B.A.); el virus Junin (cepa MC2> fue cedido por la Dra. Z. Mar- 
tínez-Segovia (Instituto Nacional de Microbiología, "Dr. Carlos 
Malbrén") y el virus Pichinde (cepa AN3739) fue provisto por 
el Dr. C. Sanmartín (Cali, Colombia).
3. Infección de monocapas celulares.
El número de células utilizado durante la infección dependió 
de la línea celular y del uso posterior que se les fuera a dar. 
La infección de células BHK21 pera la producción de virus fue 
llevada a cabo en frascos cerrados con una densidad de células 
en la monocapa -salvo indicación contraria- de aproximadamente 
2 x 105 cél. /cm2 y 2 x 10^  cé l./cm2 cuando se infectaron con 
m.d.i.£ 0.1 y m.d.i.2 1 UFP/cél., respectivamente. La infección
de células para experimentos específicos, se llevó a cabo -salvo 
indicación contraria- con una densidad celular comprendida entre 
5 x 103 y 2 x 10^  cél./cm2, tanto para células BHK2 1 w como para 
células Vero crecidas en cajas de Petri. En todos los casos 
la infección se realizó inoculando una dilución apropiada del 
virus (0.2 ml/cn>2 de superficie) e incubando dichas células 
durante 1 h a 37*C con agitación periódica. Transcurrido este 
lapso, la monocapa celular se lavó dos veces con medio de cultivo 
y se cubrió luego con 0.02 ml/cm2 del medio de cultivo correspon­
diente. Las células no infectadas usadas como control en los 
distintos experimentos fueron tratadas de igual forma pero reem­
plazando la suspensión viral por medio de cultivo.
4. Cuantificación de VI.
La cuantificación de VI, mediante la medida de unidades 
formadoras de placas (UFP) se llevó a cabo en células Vero creci­
das bajo medio sólido, siguiendo básicamente el método descripto 
por Mifune y col. (1971). La lectura de las placas de lisia 
formadas se realizó a los 4 días después de la infección para
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©1 virus Pichind© y a los 6 dios después de la infección para 
los virus Tacaribe y Junín.
titulación de virus libres en los sobrenadantes celulares 
se realizó mediante la cuantificación de UFP en diluciones apro­
piadas de dichos sobrenadantes. Para la cuantificación de virus 
asociados a células se procedió previamente a liberar los virus 
asociados a las membranas celulares mediante la aplicación de 
tres ciclos de fr ío  (-30*0 - calor <37*0, las cuales fueron 
luego titulados de igual forma que los virus libres.
5. Cuantificación de DI.
La cuantificación de partículas DI se llevó a cabo mediante 
el recuento de focos de interferencia generados en células Vero 
crecidas bajo medio sólido, siguiendo básicamente el método 
descripto por Popescu y Lehman-Grube (1977).
6 . Cuantificación de centros infectivos.
Células Vero fueron infectadas con la m.d.i. deseada. Inme­
diatamente después de la infección las células se lavaron exhaus­
tivamente (4 veces) con medio de cultivo, se cubrieron con medio 
fresco y se incubaron por otras 3 h. Pasado este lapso, las 
células se lavaron nuevamente (2 veces) con medio de cultivo 
y se desprendieron de la monocapa con tripsina O.25* en PBS. Una 
fracción de la suspensión homogénea obtenida se utilizó para 
determinar la concetración de células en dicha suspensión. Del 
resto, se tomaron varias alícuotas diferentes, cada una con 
un número determinado de células y se sembraron sobre monocapas 
de células Vero. Después de 3 h, cuando las células sembradas 
se pegaron a la superficie, las monocapas celulares se cubrieron 
con medio sólido y se trataron de igual forma que para la cuanti- 
ficación de virus infectivos (4). Las células productoras de 
virus (que generaron placas de l is ie )  se expresaron como porcen­
taje del total de las células sembradas en la monocapa para 
el ensayo.
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7. Clonado de virus.
Pora el clonado de los diferentes virus se prepararon dilu­
ciones apropiados de •‘stocks" virales obtenidos de cerebros 
de ratones lactantes infectados. Cada una de estas diluciones 
se trotó como se indicó en el punto 4. para la obtención de 
placas de l is is .  Se escogieron las cajas de Petri que presentaban 
placas de l is is  bien separadas (aproximadamente 1 por cada 2 
cm2 de superficie) y de ellas se tomaron placas aisladas mediante 
el uso de sacabocados (de 2 mm de diámetro) estériles. Cada 
una de las fosas generadas se lavó 3 veces con 15 yl de medio 
de cultivo y cada uno de los fluidos de lavado se mezcló con 
el cilindro de medio sólido correspondiente. Se homogeneizó 
cada preparación mediante el uso de varillas y el homogenato 
obtenido se utilizó para su amplificación en células BHK21 (ver 
1 0 . 1 .)
8• Curvas de crecimiento v ira l.
Células Vero o BHK21 crecidas en cajas de Petri de 35 mm 
de diámetro se infectaron con la m.d.i. deseada del virus cuyo 
crecimiento se deseaba analizar. A diferentes tiempos post-infac­
ción se recogieron los sobrenadantes celulares y se congelaron 
a -70*C hasta su titulación (4.). En el caso de ser necesario, 
se sembraron e infectaron células en Iguales condiciones, las 
cuales fueron desprendidas de la monocapa y cuantificadas (por 
recuento en una cámara de Neubauer) a los mismos tiempos poat- 
infección a los cuales se colectó el sobrenadante. Los resultados 
se expresaron, para loa diferentes tiempos, en UFP/ml o UFP/cél.
9. Efecto cltopátlco.
Células Vero crecidas en cajas de Petri de 35 mm de diámetro 
se infectaron, o no (controles), con la m.d.i. deseada del 
"stock" cuya capacidad citopatogénica se deseó evaluar. A diferen­
tes tiempos post-infección se desprendieron las células con 
tripsina y se determinó por recuento en cámara de Neubauer el
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número de célula» por caja. El resultado se expresó como porcen­
taje del número máximo de células (X de saturación), tanto para 
las células infectadas como para los controles no infectados.
10. Purificación de virus.
10.1. Obtención de "stocks" virales.
i )  Amplificación. Los virus clonados en células Vero fueron 
amplificados en células BHK21 infectando una monocapa (aproxima­
damente 106 células) con la totalidad de los virus obtenidos 
de una única placa de lis ia  (7.). Después de 1 h de adsorción 
a 37*C se cubrieron las células con medio de cultivo. Día a 
día se recolectaron los sobrenadantes y se reemplazaron por 
medio de cultivo fresco. Los sobrenadantes obtenidos fueron 
titulados y se conservaron a -70*C hasta su utilización. De 
aquí en adelante la amplificación de los virus para la prepara­
ción de "stocks" difiere según la proporción de partículas DI 
que se desee obtener en los miamos (el fundamento de esta diferen 
cia se discute en el Capitulo I I ) .
a) "stocks" CPE («-) -baja proporción de DI- : Los virus clonados 
en células Vero, se usaron para infectar células BHK21 como 
se indicó más arriba. El sobrenadante del 3®r día post-infac­
ción (DPI) de este primer pasaje en células BHK21 se utilizó 
para infectar células BHK21 con m.d.i.3 0 . 0 2  UFP/cél. Diariamente 
se realizaron cambios de medio y se recolectaron los sobrenadan­
tes del 3* y 4* DPI. Inmediatamente después de recolectados 
cada uno de los sobrenadantes se concentró como se indica más 
adelante ( l i ) .
b) "stocks" CPE (-) -alta proporción de DI- : Los virus provenien 
tea de un clon de virus Tacaribe aislado en células Vero se 
amplificaron con un primer pasaje en células BHK21 como se indicó 
ante». El sobrenadante del 5* DPI de dicho pasaje se utilizó 
para hacer un nuevo pasaje en células BHK21 ® m.d.i.B 5. Utilizan' 
do el mismo procedimiento (infectando con el sobrenadante del 
5* DPI del pasaje anterior a m.d.i.- 5) se realizaron de 1 a
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3 p a s a j e s  méa en células BHK21• Loa sobrenadantes del 4 * ,  5 # 
y 6 - día del último pasaje en células BHK2l fueron recolectados 
y concentrados inmediatamente según se indica a continuación.
ii> Concentración viral. Los sobrenadantes de células BHK21 
infectadas fueron clarificados por centrifugación a 6.000 rp* 
durante 30 min. a 5*C en un rotor GSA de una centrifuga Sorvall. 
Los sobrenadantes clarificados fueron sometidos a centrifugación 
durante 75 min. a 45.000 rpm y 5*C en un rotor 55.2 Ti de una 
ultracentrífuga Beckman L8-55. Los viriones sedimentados fueron 
resuspendidoa (en fr ío ) en 1/100 de su volumen original en medio 
de cultivo suplementado con 10* de glicerol y 20* de suero. La 
suspensión viral, luego de homogeneizada, se fraccionó y se 
conservó a -70*C o a -196WC hasta su utilización.
Observaciones: los títulos de los "stocks” CPE (♦) variaron 
entre 1 x 10® y 1 x 10® UFP/ml con una relación de DI a UFP 
inferior a 10~4. Por otra parte, los títulos de los "stocks" 
CPE (-) variaron entre 1 x 10® y 2 x 10? UFP/ml con una propor­
ción de DI a UFP entre 0.2 y 20. Debe destacarse, además, que 
esta metodología tan estricta para la preparación de "stocks" 
comenzó a aplicarse después de analizar el comportamiento de 
los arenavirus en células Vero (Capitulo I I ) .  Por lo tanto, 
la mayor parte de los experimentos llevados a cabo en células 
BHK21 fueron realizados (salvo indicación contraria) con "stocks" 
que presentaban (según se demostró después) un comportamiento 
intermedio al presentado por los "stocks" CPE («■) y CPE (-) 
al replicar en células Vero.
10.2. Preparación de virus para la obtención de antlgenos virales 
y como fuente de proteínas virales marcadas.
Células BHK21 se infectaron con m.d. i .= 1 del "stock" adecuado 
de virus Tacaribe. 24 h después de la infección se reemplazó 
el medio de cultivo por medio fresco conteniendo 10 pCi/ml de 
^H-laucina, O 10 pCi/ml de 35s-metionina o 1 pCi/ml de l^c-leuci- 
na (virus marcados), o sin radiactivo (virus no marcados). A 
las 48 HPI el sobrenadante celular se cosechó y los virus fueron
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sedimentados como se indicó antes ( lO . l . i i ) .  Los virus sedimenta­
dos fueron reauapendidos y purificados a través de un colchón 
de glicerol 30* (o de sacarosa 30*> y luego mediante un gradiente 
de glicerol y tartrato de sodio y potasio mediante el método 
deacripto por Romanowski (1981).
11• Obtención----de___liquido escítico de ratón hlperinmune contra
virus Tacari be (LATac).
La preparación de LATac se realizó por Inmunización de 
6 ratones albinos de 3 meses de vida- El plan de inmunización 
fue el siguiente:
Dia O : 1« inoculación. 5 x 10$ UFP/ratón en 0.2 mi de PBS
por vía intraperitoneal.
Día 14 : 2« inoculación. 5 x 10^  UFP/ratón en 0.2 mi de PBS-
coadyuvante de Freund completo (1:1) por vía intrapero- 
toneal.
Día 28 : 30 inoculación. Igual que la 2« más 5 x 106 células
de tumor escítico de Erlich a cada ratón por vía intra- 
perotineal.
Día 40 : Extracción de LATac.
Los líquidos ascíticos fueron obtenidos por punción intrape- 
ritoneal y posterior ciarificación a 10.000 xg durante 30 min. 
Antes de ser utilizados para inmunoprecipitación o para la deter­
minación de antígenos virales por inmunofluorescencia indirecta, 
se incubaron los LATac a 56"C durante 30 min.
12. Determinación de antígenos virales en células infectadas 
con virus Tacarlbe. por el método de inmunofluorescencia 
indirecta ( IF I ) .
Células Vero crecidas sobre vidrios de 8 mm de diámetro 
en cajas de Petri de 35 mm de diámetro (5 vidrios por caja) 
se infectaron o no (controles) con 0.3 mi de la dilución apropia­
da de virus Tacarlbe. A diferentes tiempos después de la infec­
ción los vidrios fueron levantados y lavados 10 veces cada uno
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©n PBS (por inmersión). Estos se colocaron luego en recipientes 
adecuados y las células se fijaron con acetona a -20*C (antigenoa 
totales) o con una solución de paraformaldehído al 0.4X en PBS 
a temperatura ambiente (antígenos de superficie) durante 15 
min. en ambos casos. Luego, cada vidrio se lavó por inmersión 
en 2 vasos con agua destilada y por último en uno con PBS (10 
veces en cada uno). Se dejaron secar a temperatura ambiente, 
se cubrieron luego con 50 pl de una dilución 1/100 en PBS del 
LATac (11.) y se incubaron durante 30 min. a 37*C. Finalizada 
la incubación se repitieron los lavados en 3 vasos con PBS (10 
veces cada uno) y se dejaron secar a temperatura ambiente. Cada 
uno de los vidrios se cubrió con 50 pl de una solución (1/200 
en PBS) de suero anti-T-globulina de ratón marcado con isotiocia- 
nato de fluoresceína y se incubó nuevamente a 37*C durante 30 
min. Se lavaron nuevamente 3 veces con PBS y se montaron sobre 
portaobjetos. Los preparados fueron observados en un microscopio 
de fluorescencia y fotografiados (cuando fue necesario) con 
película Kodak de 400 asa (exposición de 30 seg.).  Para realizar 
el recuento de células inmunofluorescentes, al menos dos observa­
dores diferentes contaron como mínimo 1.000 células totales 
provenientes de dos preparados independientes. Los resultados 
se obtuvieron promediando dichos recuentos y se expresaron como 
porcentaje con respecto al número total de células.
13. Determinación del efecto de la infección viral sobre la 
síntesis de proteínas, ADN v ARNs celulares.
Nonocapas de células crecidas en cajas de Petri de 35 mm 
de diámetro, infectadas o no, fueron marcadas a diferentes tiem­
pos post-infección durante 1 h con C^H3-leucina (2 pCi/ml), 
[35s3-metionina (2 pCi/ml), C^HJ-timidina (1 pCi/ml) o C^ HD-uri- 
dina (1 pCi/ml) en el medio de cultivo adecuado. Al finalizar 
el periodo de marcación (tiempo indicado en las tablas o gráfi­
cos), se eliminó el sobrenadante y se lavó la monocapa celular 
3 veces con PBS. Las células se desprendieron con el mismo 
"buffer" y se transfirieron a un tubo de hemólisis, se agregó
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® cada uno ácido tricloroacético (TCA) a concentración final 
do 10* y se incubaron a 0*C durante 30 min. El material ácido 
precipitable fue sedimentado a 1.600 xg durante 15 min. Una 
alícuota del sobrenadante se utilizó para medir la radiactividad 
ácido soluble. El sedimento se lavó 2 veces con ácido tricloro­
acético (TCA) 10* fr ío  y luego se disolvió con 0.2 mi de Protosol® 
y se diluyó con 5 mi de liquido de centelleo. Se midió la radiac­
tividad de cada muestra en un contador de centelleo líquido. Por 
otra parte células no marcadas, infectadas o no, se lavaron 
y desprendieron en idéntica forma a la indicada y se utilizaron 
para cuantificar ADN mediante el método fluorométrico descripto 
por Erwin y col., (1980). Cada una de las determinaciones (medida 
de radiactividad y contenido de ADN) fue realizada por duplica­
do. La radiactividad ácido soluble y ácido precipitable se norma­
lizó por el contenido de ADN del cultivo y los resultados se 
expresaron como porcentaje respecto del control no infectado 
correspondiente.
14. Marcación v análisis de proteínas lntracelularea mediante 
electroforesls en geles de pollacri lamida (PAA).
Células Vero, infectadas o no, fueron preincubadas en medio 
de cultivo sin metionina o con el 10* de la concentración normal 
de glucosa durante 30 min. y marcadas luego, a diferentes tiempos 
post-infección, con [35s]-metionina o C^HJ-glucosamina, respecti­
vamente (la actividad específica del radiactivo utilizado en 
cada caso se indica en la leyenda de la figura o tabla correspon­
diente). Al finalizar el período de marcación las células se 
lavaron 3 veces con PBS, se desprendieron en presencia del mismo 
"buffer" y fueron sedimentadas a 800 xg durante 5 min. a 5*C. Las 
células así obtenidas se resuspendieron en la cantidad apropiada 
de "buffer de muestra" (62,5 mM Tris-HCl pH=6.8, 10* de glicerol, 
1* SDS y 1* de 8-mercaptoetanol) y se calentaron durante 5 
min. a 100*C. Las proteínas fueron analizadas en un gal desnatura­
lizante de PAA-SDS en gradiente de concentración 7/15* según 
la metodología descripta por Laemli (1970). La electroforesis
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se llevó a cabo durante 12 h a 90 voltios o durante 14 h a 80 
voltios. Después de la corrida cada ge1 se procesó para fluorogra— 
fio siguiendo el método de Bonner y Laskey (1974). Una vez proce- 
sado, cada gel se usó para impresionar una placa radiográfica 
Kodak XK-1 durante el periodo necesario (6 h a 14 dias). La 
exposición se realizó a -70*C. En el caso de ser necesario se 
realizó la cuantificación de la radiactividad incorporada en 
proteínas especificas. Para ello, una vez revelada la placa 
radiográfica expuesta al gel, se utilizó para determinar por 
superposición la ubicación de cada una de las muestras. Se sepa­
raron las calles correspondientes a cada una de ellas y se corta­
ron en fracciones de 2 mm cada una a lo largo del eje mayor. Cada 
una de las fracciones se trató con 0.4 mi de H2O2 30* y se incu­
baron en frasco cerrado durante 16-24 h a 60*C. Una vez digeridas 
las muestras se disolvieron en el liquido de centelleo adecuado 
y se cuantificó la radiactividad incorporada en un contador 
de centelleo liquido. La radiactividad en cada proteina fue 
calculada como la incorporación en cada pico por encima del 
fondo basal.
Para el análisis bidemensional de proteínas, el sedimento 
de células marcadas obtenidas como se indicó al principio, se 
procesó siguiendo la metodología descripta por 0'Farrell (1975). 
Rutinariamente se corrieron junto a las muestras a analizar 
marcadores de peso molecular (fosforilasa b, 94 Kd; aeroalbúmina 
bovina, 67 Kd; ovoalbúmina, 43 Kd; anhidrasa carbónica, 30 Kd; 
inhibidor de tripsina, 20,1 Kd y lactoalbúmina, 14,4 Kd). Después
de terminada la electroforesis, la calle donde se corrieron 
dichos marcadores se cortó y tiñó mediante la técnica de plata 
(Wilson, 1983).
15. Análisis de ARNs virales radiactivamente marcados mediante 
geles de poliacrilamida (PAA).
Sobrenadantes de células infectadas conteniendo viriones 
marcados radiactivamente en su ARN, se clarificaron a 8.000xg 
durante 15 min. a 5*C en una centrífuga Sorvall. Los sobreña-
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dantes fueron centrifugados sobre un colchón de glicerol al 
30* en "buffer" Tris-HCl 20 mM pH=7.4, 1 mM EDTA a 180.000 xg 
durante 15 min. a 5 *C en un rotor 50 Ti de una ultracentrifuga 
Beckman L8-55. A partir del sedimento se extrajeron y purificaron 
los ARNs virales marcados mediante extracciones fenólicas, según 
lo describieron Perry y col. (1972) y éstos se analizaron en 
9®^ -®® de PAA (Loening, 1967) . Los geles obtenidos se cortaron 
en fracciones de 2 mm y se procesaron para la determinación 
de radiactividad en igual forma a la indicada en el punto ante­
rior .
16. Materiales.
Todas las drogas utilizadas durante el presente trabajo 
fueron obtenidas de Sigma Chemical Company (St. Louis, E.E.U.U.), 
Merck (Darmstadt, República Federal Alemana) y Bio-Rad Labora­
tories (Richmond, California, E.E.U.U.). El Protosol® y los 
materiales radiactivos fueron obtenidos de New England Nuclear 
(Boston, MA, E.E.U.U.): C4,5-3HJ-L-leucina (60 Ci/mmol); [3^S3- 
metionina (1400 Ci/mmol); [6-3H]-glucosamina (23 Ci/mmol); 
C2-14C3-uridina (50 mCi/mmol); C5,6-3H3-uridina (50 Ci/mmol); 
[6-3H3-timidina (15 Ci/mmol). La actinomicina D fue obtenida 
de Merck Sharp y Dohme, Argentina. Los medios de cultivo y sueros 
fueron obtenidos de Gibco Laboratories (Grand Island, New York, 
E.E.U.U.). El material de cultivo descartable se obtuvo de Nunc 
(Roskilde, Dinamarca).
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A. EVALUACION DE PARAMETROS DE CRECIMIENTO DE LOS ARENAVIRUS 
EN CELULAS BHK21 .
Loa arenavirua presentan en condicionea experimentales 
un amplio rango de hoapedadorea (ver Introducción) y aon capacea 
de infectar una gran variedad de células animales (Hotchin, 
1^71; Lehman-Grube, 1971). En generalf con el objeto de analizar
aspectoa biológicos y moleculares de la replicación de loa arena- 
virus han sido utilizadas preferentemente células BHK21 y Vero. 
En menor medida se han empleado otras lineas celulares, como 
por ejemplo células L, MDCK, MDBK, HeLa, PK-15 y PK-13.
Durante la replicación viral en general, puede observarse 
que, independientemente del tiempo necesario para alcanzar el 
titulo máximo (menor de 30 min. para muchos bacteriofagoa y 
mayor de 30 h para poliovirus y leucovirus), la forma de laa 
curvas de crecimiento para los diferentes virua ea coincidente. 
De acuerdo a la variación de la concentración de virus infectivos 
en los sobrenadantes celulares después de la infección, pueden 
distinguirse durante el ciclo replicativo las siguientes etapas: 
adsorción viral, período de latencia, fase logarítmica de creci­
miento y fase estacionaria de crecimiento viral. A continuación 
se analizan cada una de estas etapas por separado.
1) Adsorción.
Es bien sabido que el proceso de adsorción viral sigue 
una cinética de primer orden (Horzinek, 1975) siendo la velocidad 
de adsorción directamente proporcional a la superficie a la 
cual el virus puede adsorverse, es decir, a la concentración 
celular. Esta cinética puede describirse según la relación:
Vt
3 g M • t • C m
donde VQ y Vt representan la concentración de virus libre a 
tiempo cero y después de t min., respectivamente; c es la concen­
tración celular; e la base de los logaritmos neperianos y k 
la constante de adsorción. En nuestras condiciones experimenta
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les, lo adsorción de virus Tacaribe, tanto en células BHK21, 
como en células Vero, presentó una constante de adsorción de 
aproximadamente 3 x 10~8 mi.cel~1.min“1.
2) Periodo de latencla.
Después de la adsorción viral se observa un periodo en 
el cual es imposible detectar virus libre en los sobrenadantes 
celulares. La figura 1.1 muestra las curvas de crecimiento de 
tres miembros de la familia Arenaviridae: loa virus Junín, Taca-
ribe y Pichinde. Cada una de las curvas representa la producción 
de virus infectivos en función del tiempo, después de la infec­
ción de células BHK21 con una m.d.i.= 1, para cada uno de los 
virus mencionados. Puede verse claramente que el periodo de 
latencia para cada uno de ellos es de aproximadamente 8 h. Este 
parámetro ha sido ampliamente estudiado para diferentes arenavi- 
rus, observándose que dicho periodo no supera las 8 HPI (Coto 
y Vombergar, 1969; Mifune y col., 1971; Rawls y col., 1976; 
Saleh y co l., 1979).
3) Fases logarítmica y estacionarla de crecimiento v ira l.
Debido a la estrecha relación existente entre ambas etapas, 
estas serán estudiadas en conjunto. Para los tres virus analiza­
dos se observa un rápido aumento de la producción viral durante 
la fase logarítmica de crecimiento. Sin embargo, como se muestra 
en la figura 1.1, a medida que transcurre el tiempo después 
de la infección, el aumento de la cantidad de virus en el sobre­
nadante es cada vez menor. Se llega asi al titulo máximo en 
la curva de crecimiento v ira l, a partir del cual comienza la 
fase estacionaria• Como se mencionó en la Introducción, el meca­
nismo molecular que lleva al establecimiento de esta fase y 
la posterior disminución en la producción viral está aún en 
discusión. Retomando el análisis de la figura 1.1, puede observar­
se que el máximo en la curva de crecimiento se alcanza al mismo 
tiempo para los tres arenavirus estudiados (48 HPI a m.d.i.=l).
Sin embargo, la producción máxima de virus Pichinde (de aproxima­
damente 200 UFP/célula) es unas 20 veces superior a la que presen-
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Figura1.1- CURVOS DE CRECIMIENTO DE LOS VIRUS PICHINDE, TACARIBE Y JUNIN EN CELULAS Células BHK^l fueron 
infectadas con m.d. i.= 1 UFP/cél. con los virus Pichinde <*), Tacanbe (■) y Junín (•). Una fracción de células 
infpetaoas se utilizó para analizar ¡a producción viral. Para ello, a los tiempos indicados se recolectaron los 
sobrenadantes celulares y fueron reemplazados por medio de cultivo fresco. En cada uno de estos sobrenadantes se 
determinó la producción viral por plaqueo en células Vero (Materiales y Métodos -4-). Otra fracción ce células 
infectadas se usó para evaluar el número re células en la monocapa. Para ello, a distintos tiempos post-infecciór 
se desprendieron las células de la wonocapa y se realizó el recuento coro se indicó en Materiales y Métodos -2-. 
Ambos resultados se utilizaron para expresar ia producción viral en UFP/céi.
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tan los virus Tacaribe y Junin. No han sido investigadas hasta 
el momento las causas que provocan este hecho. Consideramos, 
por lo tanto, interesante profundizar en el estudio de estos 
dos aspectos: a) el establecimiento de la fase estacionaria 
y b) la diferencia en los títulos máximos para los diferentes 
arenavirus.
a) Establecimiento de la fase estacionaria. Posible participación 
de las partículas DI . Como se safíaló antes (ver Introducción) , 
el mecanismo molecular que lleva al establecimiento de la fase 
estacionaria en los arenavirus y la posterior disminución en 
la producción viral es aún desconocido. Existen, sin embargo, 
dos hipótesis al respecto: una de ellas, sustentada por Dimock 
y col. (1982), sugiere un proceso de autorregulación de los 
VI; la otra, enunciada por Dutko y Pfau (1978), propone una
regulación mediada por partículas DI. Como se mostraré en el 
Capitulo I I ,  hemos desarrollado condiciones en las cuales pueden 
obtenerse "stocks" virales con una proporción definida de partícu­
las DI a VI. Este hecho nos permitió analizar la posible parti­
cipación de las DI en el desarrollo de las curvas de crecimiento 
viral. La figura 1.2.A. muestra las curvas de crecimiento obteni­
das al infectar células BHK21 « distintas multiplicidades con 
un "stock" que posee una relación de DI a UFP de 1,2. Puede
observarse, en primer lugar, una clara dependencia de la veloci­
dad inicial de crecimiento con la m.d.i. utilizada. La misma 
dependencia con la m.d.i. se observa en la aparición del máximo
titulo viral y consecuentemente en el momento en el cual se
establece la fase estacionaria después de la infección; mientras 
que a m.d.i.= 5 el máximo aparece a las 40 HPI, a m.d.i.8 0.01
se observa recién después de las 60 HPI. Una observación intere­
sante resulta la caída de los títulos virales después de la 
obtención del máximo. Esta calda es rápida a m.d.i. elevada. La 
infección con una m.d.i. intermedia (m.d.i.8 0.5) produce un
comportamiento intermedio. En la figura I.2.B., por otra parte, 
se muestran las curvas de crecimiento, a distintas m.d.i., de 
un "stock" de virus Tacaribe que contiene una muy baja proporción
UF
P/
m/
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ricura 1.2. EFECTO PE Lft PROPORCION D£ PARTICULAS DI EN El MOMENTO E Ifl INFECCION SOBRE EL CRECIMIENTO DE VIRUS 
TACARIBE EN CELULAS BHKpi. Células BHKp* fueron infectadas con diferentes "stocks" de virus Tacaribe a m.d.i.«
0.5(4) y 0.01 (•) UFP/cél. A los tiempos indicados los sobrenadantes celulares fueron recolectados y las célu­
las sr cubrieron con Medio de cultivo fresco. En cada uno de los soorenadantes se determinó la concentración de 
qsrticulas infectivas por el método de plaqueo en células Vero (Materiales y Métodos, 4.). A. Células BWgi infecta­
o s  cor, un "stock" de virus Tacaribe con una relación de DI/VI ( 0.0001. B. Células BHKgi infectadas con un "stock" 
virus Tacaribe con una relación de Dl/Vi = 1.2.
T T
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de DI a VI (menor a 10~4>. Puede observarse en este caso, la 
misma dependencia de la velocidad de crecimiento inicial con 
la m.d.i. que la observada en el caso anterior. Sin embargo, 
a diferencia de lo encontrado en una infección con una elevada 
proporción de DI a VI (Fig. I.2.A.), y, a pesar de observar 
una tendencia al establecimiento de la fase estacionaria a 
m.d.i. elevadas <2 0.5), no se produce en ningún momento la 
caída del título viral. A m.d.i. bajas las curvas de crecimiento 
viral parecen no ser afectadas por la presencia de DI. Estas 
observaciones resultan coherentes con la incapacidad de las 
DI para autorreplicarse (aún no demostrada para arenavirus); 
si estas fueran incapaces de replicar en ausencia de VI, en 
una infección con baja m.d.i. -donde la probabilidad de coinfec­
ción de células con VI y DI es baja- deberían producirse prefe­
rentemente VI. No debería por lo tanto, esperarse un comporta­
miento muy diferente entre las curvas de crecimiento a m.d.i. ba­
ja para infecciones con distintas proporciones de DI. A m.d.i. 
elevadas, sin embargo, se favorecería la coinfección de las 
células por DI y VI, lográndose la replicación de ambas. Los 
resultados aquí presentados sugieren que las DI están involucra­
das en los mecanismos que llevan al establecimiento de la fase 
estacionaria y a la disminución posterior en la producción v i ­
ral. Esto apoya la hipótesis presentada por Dutko y Pfau acerca 
de la participación de las DI en la regulación de la producción 
de VI.
b) Análisis de la diferencia en los títulos máximos para los 
diferentes arenavirus. Como se comentó más arriba, la infección 
de células BHK21 con distintos arenavirus a m.d.i.3 1, produce 
una diferencia importante en cuanto a los títulos máximos obteni­
dos. Recordemos que el virus Pichinde presenta un título máximo 
20 veces superior al que presentan los virus Junín y Tacaribe. 
Este comportamiento podría ser el resultado de dos fenómenos 
totalmente diferentes: o bien podría representar un mayor nivel 
de síntesis de partículas virales completas o específicamente 
de su material genético (responsable de la infactividad) en
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el caso de virus Pichinde, o bien, podría representar una mayor 
infactividad especifica por parte del virus Pichinde, es decir, 
que durante su replicación este virus producirla la misma canti­
dad de material genético que los virus Tacaribe y Junin, pero 
el primero infectaría en forma més eficiente. No obstante, no 
debe descartarse la posibilidad de que ambos fenómenos contribu­
yan para producir la diferencia observada. Con el fin de atacar 
este problema, se decidió medir la infectividad específica, 
es decir, la capacidad infectiva (UFP) de los viriones por unidad 
de masa del genoma viral. Debido a la dificultad que representa 
obtener una cantidad apreciable de virus para cuantificar la 
masa de su material genético por loa métodos convencionales, 
decidimos utilizar un método indirecto para evaluar dicha masa. 
Para ello, se diseñó el siguiente experimento: células BHK21 
fueron infectadas (por separado) con m.d.i.= 1 con los virus 
JuninP Tacaribe y Pichinde. Inmediatamente después de la infec­
ción, las células fueron marcadas con [ 14C3-uridina hasta que 
la radiactividad específica del ARN celular <dpm/>ig de ARN) 
se mantuvo constante. Esto se logró después de 24 h de marcación. 
A las 48 HPI -cuando se estableció la fase estacionaria de creci­
miento viral- se renovó el medio radiactivo y se recogieron 
los virus marcados liberados al medio extracelular durante un 
período de 4 h. Pasado este lapso se recuperó el sobrenadante 
y se repitió la operación durante 4 h más. Al final de este 
período se recuperó el sobrenadante y se levantaron las células 
de la nonocapa. Se purificaron los viriones de cada sobrenadante 
y se evaluó, por un lado, su capacidad infectiva, y por el otro, 
la radiactividad incorporada al ARN viral. Por otra parte se 
determinó la actividad específica ( [14C3 dpm/pg de ARN) del 
ARN celular. Este último dato se utilizó para estimar la masa 
del ARN viral producido, a partir de la incorporación de 14c 
en los ARNs para cada uno de los arenavirus. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Tabla 1.1.
labia 1.1. DeTERMINACION DE LA INFECTIVIDAD ESPECIFICA DE LC>5 VIRUS PI CHINDE, 'ACARIBE Y JUNIN.
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Virus Masa de ARN viral* 
(pg/h x U>3 cél.)
Infectividad específica* 
ÍUFP/pg v-ARN)
Fracción de virus infectivos*
Pichince 11,0 1 x 103 5,5 x 10-3
Tacaribe 9,0 5 x 107 2,7 x lo-*
Junín 8,8 6 x 107 3,3 x 10-4
Monocapas de células BHKgi fueron infectadas a m.d. i.= 1, con virus Pichinde, Junín o Tacaribe. Después de los 
lavados correspondientes, las células fueron cubiertas con medio de cultivo suplementado con 0.05 pCi/ml de 
i^ C-uridina y 2 pM total de uridina. Cada 12 h el medio de cultivo fue renovado por medio fresco conteniendo igual 
actividad específica del precursor radiactivo. A las 48 HPI (cuando en los tres casos se alcanzó la fase estacio­
naria) se lavaron las monocapas 2 veces con PBS y se repitió el cambio de medio. 4 h después se repitió nuevamente 
el procedimiento, conservando el sobrenadante obtenido. A las 4 h se colectó el nuevo sobrenadante y se levantaron 
las células de la monocapa celular. Cada una de las muestras se procesó de la siguiente forma: los sobrenadantes 
celulares se dividieron cada uno en dos alícuotas; una de ellas se utilizó para cuantificar VI y la otra se utili­
zó oara purificar el ARN viral y analizar la incorporación de ^ C en dicho ARN, coico se indicó en Materiales y 
Métodos (15.). Por otra parte, los ARNs celulares totales se purificaron mediante el método descripto por Perry y 
coi. (1972) y se determinó su actividad específica cualificando la masa de ARN mediante el método de Fleck y Mun- 
ro U%2) y la radiactividad incorporada come» se indica en el punto 13. de Materiales y Métodos. Con el valor de 
la actividad específica del ARN celular, y asumiendo que es idéntico al del ARN viral, se calculó la masa de ARN 
viral producido cada 4 h en base al dato de incorporación de J*C en dicho ARN. Per otra parte, conociendo la pro­
ducción de virus infectivos en cada lapso, se calculó la infectividad específica y se expresó como 
üFP/pg ARN viral. Los resultados son el promedio de las determinaciones realizadas sobre los sobrenadantes colec­
tados en los dos periodos consecutivos de 4 h cada uto.
Para la estimación de la masa de los ARNs virales se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones:
1) El “pool" nuclear de uridina es igual al "pool" citoplasmático y ambos se equilibran en unos 30 min. 
(Faikenthal y Lengyel, 1981).
2) La proporción de ARNs genómicos virales a ARNs ribosomales virales es aproximadamente la misma cuando se marca 
con ¿H-undina o con 32po4"3. Esto significa que el contenido en uridina es similar para ambos tipos de ARN.
3) El ARN ribosomal constituye aproximadamente el 80* del ARN celular total.
4) Se supoto que el contenido en uridina es similar para los tres arenavirus estudiados. Apoya esta suposición el 
hecho oe haoer encontrado un contenido en uridina muy similar para el ARN S de los virus Pichinde y Tacaribe (el 
virus Junín aún no ha sido secuenciado).
En base a estas consideraciones no se comete un error apreciable al suponer iguales las actividades especificas 
del ARN del virión y del ARN celular total.
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Puede observarse que la cantidad de material genético libe­
rado al medio extracelular es similar para los tres arenavirus. 
"’in embargo, la infectividad específica de virus Pichinde 
es aproximadamente unas 20 veces superior a la que presentan 
los virus Junín y Tacaribe. Este resultado permite asignar a 
este hecho las diferencias observadas en loa títulos máximos 
obtenidos en las curvas de crecimiento viral (Figura I . I . ) .  Esta 
mayor infectividad observada para el virus Pichinde podría asig­
narse a varias causas; por ejemplo: 1) podría representar un
empaquetamiento más eficiente del ARN de este virus, respecto 
del de los virus Tacaribe y Junín, o 2) podría ser causado por 
una mayor estabilidad del ARN genómico del primero frente a 
diferentes condiciones del medio (pH, temperatura, acción de 
nucleasas, etc-), o 3) podría indicar una mayor eficiencia de 
infección del virus Pichinde frente a las células usadas para 
medir la infectividad. Por último, el análisis de la fracción 
de partículas infectivas con respecto al número total de partícu­
las que contienen ARN viral (debido a la metodología empleada 
no se detectan partículas vacías) muestra que los arenavirus 
constituyen un ejemplo intermedio en cuanto a la fracción de 
partículas infectivas observadas para diferentes virus animales, 
cuyo limite varía entre 10”! y 10”6 (ver Introducción).
4. Determinación del tiempo de generación viral en la fase esta­
cionaria de crecimiento.
El tiempo necesario para que un arenavirus sintetice sus 
macromoléculas constitutivas, se ensamble y salga al medio extra­
celular, constituye un parámetro importante para acotar temporal­
mente los eventos moleculares que ocurren durante la replicación 
viral. Como se describió antes, este tiempo ha sido repetidamente 
verificado en la primera etapa del ciclo replicativo de varios 
arenavirus (período de latencia). Sin embargo, el tiempo necesa­
rio para la generación de una partícula viral en etapas posterio­
res del ciclo de crecimiento puede ser diferente del necesario 
durante el periodo de latencia. En este primer período, el virus
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debe comenzar a sintetizar sus componentes funcionales y consti­
tutivos y tal vez adaptar la maquinaria bioaintética celular, 
mientras que en etapas posteriores el virus podría disponer 
de un ••pool'* de componentes virales, dependiendo entonces el 
tiempo de generación viral, del proceso cuya velocidad sea limi­
tante (por ejemplo: síntesis del ARN viral, salida de la célula 
por brotación, etc . ). Sin embargo, podría ocurrir también, que 
la velocidad con que se desarrolla la etapa limitante fuera 
mucho menor que el resto de los procesos necesarios para la 
neoformación viral; de esta forma no deberla haber diferencia 
en el tiempo de generación en diferentes estadios de su ciclo 
replicativo. Por último, el mismo hecho de que los arenavirus 
alcancen la fase estacionaria de crecimiento podría -entre otras 
posibilidades- ser el reflejo de una disminución en la velocidad 
de algunas -o todas- las etapas involucradas en la generación 
de una partícula viral completa.
El tiempo de generación viral durante el periodo de latencia 
ha sido determinado mediante la detección en el sobrenadante 
celular de las primeras partículas virales infectivas. Sin embar­
go, el tiempo de generación en etapas posteriores del ciclo 
de crecimiento viral, no puede ser evaluado mediante la determi­
nación de la producción de viriones infectivos, sino que debe 
recurrirse a una metodología más complicada. Por ejemplo, puede 
evaluarse este parémetro midiendo el tiempo transcurrido entre 
el agregado de un precursor radiactivo del ARN viral <C3H]-uridi- 
na> a las células infectadas y la aparición en el sobrenadante 
de las primeras partículas virales con su ARN homogéneamente 
marcado con £3H3. Con el objeto de normalizar la incorporación 
de C3H3- uridina se decidió marcar previamente el ARN viral 
con [14cj-uridina hasta alcanzar una actividad especifica constan­
te en dicho ácido nucleico y recién respués se marcó con C3H3-uri­
dina. El [14cj incorporado al ARN viral se usó como estimación 
de la cantidad total de ARN en los viriones producidos y fue 
utilizado para normalizar la cantidad de C3H3-uridina incorporada
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® diforsntss tiempos después de lo adición de este último precur­
sor .
Más detalladamente, el experimento se llevó a cabo de la 
siguiente manera: monocapas de células BHK21 infectadas con 
virus Tacaribe se marcaron con [ -uridina hasta que la activi­
dad específica del ARN celular total permaneció constante después 
de sucesivos cambios de medio conteniendo el mencionado precursor 
radiactivo- Esto se logró aproximadamente a las 24h después 
de comenzada la marcación. A las 48 HPI, cuando la producción 
viral alcanza la fase estacionaria -ver Fig. I . I . - ,  el medio 
de cultivo fue descartado y reemplazado por medio fresco conte­
niendo -uridina y C^HJ -uridlna. Este fue designado como
tiempo cero del experimento. El medio de cultivo fue colectado 
cada 4 h y reemplazado por medio fresco conteniendo ambos precur­
sores radioactivos. Los virus liberados al medio extracelular 
fueron sedimentados y su ARN purificado fue analizado mediante 
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (Fig. I.3.A.). Se 
estimó la radiactividad correspondiente al C^ H] y incorpo­
rados a picos de ARN viral y se utilizó la marca de para
normalizar la incorporación de -uridina. La figura I.3.B.
muestra la acumulación normalizada de C^H]-uridina al ARN viral 
en función del tiempo de marcación. Puede verse que la extrapola­
ción de la porción lineal de la curva intersecta al eje del 
tiempo en aproximadamente 5 h. Este es el tiempo en el cual 
los virus liberados al medio extracelular alcanzaron una relación 
<[3h1 /  í l 4 c j )  constante en sua ARNs, es decir, el tiempo en 
el cual aparece la primera partícula viral con su ARN homogénea­
mente marcado en c3H3 y C^CJ. Este tiempo incluye el período 
necesario para que la Í^H]—uridina se equilibre con el pool 
de ribonucleósidos trifosfato precursores y el tiempo requerido 
para la replicación del ARN viral, su ensamblaje y liberación 
al medio extracelular formando la partícula viral completa. Este 
tiempo, incluye además, el tiempo necesario para la equi1ibración 
de las nucleocápsides marcadas con C^HD y [l^c j, con las nucleo- 
cápsides premarcadas con [^C] . De esta forma, el tiempo tranacu-
[^
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Figura 1.3Determinacion del tiempo de generacion viral para el virus tacribe-
c?? rr, 3 cajas de fetri de 90 m de djéwtre f«m infectadas a ; con virus Tacaribe. Después de ü  inttc-
35 socapas lavadas se cubrieron con «edio de cultivo suplementado con 0.05 yCi/al de íUfl-uridini y 2 
f  í0td‘ *  uridijr<a* S* repitieron k-s Cs.--.oios de .redi o con el precursor a^áiactivo cada 12 h. -La actividad rspeci- 
f;L'"3 fJc* celular se Mantuvo constante a partir del segundo cambio-. fi ias AS riPJ el medio de cultivo fue rmplt- 
7300 ror medio de cultivo fresco conteniendo 0.05 pCi/*?J de E^Cl-uririno, 20 pCi/nl de [3H]-uridína y 2 p» total 
ce indina. Este fue considerado el tierno cero del experimento. Los fluidos sobrenadantes fueron colectados cada 
A h y reemplazados por medio fresco conteniendo ambos precursores marcados y 2 pW de uridina. Los sobrenadantes 
recogidos a los distintos tiempos sr procesaron para purificar los ítá-.s virajes, los cuales fupron analizados en 
pc»es u8 poliscri¿amida (Materiales y Métodos, 15.). La radiactividad de Í^ Cl incorporada fue utilizada para norma-- 
hrar la incorporación de C3H3 en los AríKs virales para los diferentes períodos (A). La acumulación de la incorpora- 
ción de f3H]-uridina (normalizada en T^C3) en los picos L y S del AftN viral en función del tiempo después del 
apregado de la E^HJ-uridina al medio de cultivo, se utilizó para estimar el tiempo de generación viral (B).
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E M E R J A  DETERMINACION DEL TIEMPO DE GENERACION VIRAL PARA LOS VIRUS PíChINDE Y JIJNIN. Las condiciones experinen- 
tales cara la evaluación de este parámetro en la fase estacionaria de crecimiento de los virus Junín y Pichinde 
fuero?; idénticas a las usadas cara virus Tacarihe (Fin. 1.3), a excepción de las actividades especificas utilizadas; 
t?stas fueron para la detena i nación en virus Junín de 0.1 uCi/wl de r^ C.j-urjtíina y jo pCi/ol de [¿Hl-uridina, y 
para la determinación en virus Pichinde de 0.02 pCi/m). de [l*C]-uric<ina y 20 pCi/nl de t^ HJ-uridina. Se nuestra 
la acumulación de la incorporación de C^ Hl-uridina (normalizada en en función del tiempo después de agregada 
la í'Hij-uridina al eedio de cultivo para los virus Pichinde (A) y Junín (5).
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rrido entre el agregado de [3H3-uridina y la acumulación lineal 
de [3H3 al ARN viral en el medio extracelular es una aobraeatima- 
ción del tiempo de generación viral. Experimentoa aimilarea 
1levadoa a cabo en célulaa BHK21 infectadaa con virus Pichinde 
(Fig. 1.4.A.) y Junín (Fig. I.4.B.) proveyeron datoe máximos 
para el tiempo de generación viral de 6 h y 5 h respectivamente. 
La evaluación de estoa parámetros constituye un dato importante 
para la descripción del ciclo replicativo de loa arenavirus 
y resulta, además, una herramienta básica para obtener mayor 
información sobre el presente sistema. En lo que sigue, se mostra­
rá cómo se utilizó este dato para estudiar el efecto de la AMD 
sobre la replicación viral.
B. EFECTO DE LA ACTINOMICINA D (AMD) SOBRE LA REPLICACION VIRAL.
Con el objeto de analizar la interacción virus-célula en 
el presente alaterna se decidió estudiar la participación de 
la transcripción celular durante la replicación de los arenavirus 
en célulaa BHK2 I- La AMO ha sido ampliamente utilizada para 
estudiar la participación nuclear y los requerimientos de ADN 
celular funcional durante la replicación de varios virus con 
genona a ARN (ver revisión en Reich y Goldberg, 1964). Por otra 
parte, un análisis similar permitió establecer la necesidad 
de la transcripción del ADN celular durante la fase temprana 
de la replicación del virus influenza (Stephenson y Dimock, 
1975).
Estudios llevados a cabo con virus LCM y Pichinde en células 
L y BHK21 mostraron que la inhibición de la transcripción de 
las células hospedadoras por la AMD, afectaba drásticamente 
la producción viral determinada a 24-96 HPI (Buck y Pfau, 1969; 
Mifune y col., 1971; Rawls y col., 1976; Stanwick y Kirk, 1971). 
Se ha observado, además, que el grado de inhibición de la produc­
ción de virus Pichinde en células BHK21 disminuye a medida que 
el tiempo que media entre la infección y el agregado de AMD 
al sistema aumenta (Rawls y col., 1976).
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La disminución de la producción de virus Pichinde y LCN 
por AMD y la falta de acción de loa inhibidores de la sínteaia 
de ADN sobre la replicación viral (Mifune y col., 1971> sugirie­
ron que sólo la transcripción del ADN celular y no su replica­
ción, estaba implicada en alguna etapa del ciclo replicativo 
de loa arenavirua (Buck y Pfau, 1969; Mifune y col., 1971; Peder- 
sen , 1979).
Existen varios mecanismos posibles que permiten explicar 
el efecto de la AMD sobre la multiplicación de los arenavirua.
®J•9 hecho de que la máxima inhibición sobre la producción
viral sea observada cuando la droga se agrega inmediatamente 
después de la adsorción viral, podría sugerir la necesidad de 
la transcripción del ADN de la célula hospedadora durante una 
fase temprana de la replicación viral. Alternativamente, como 
las células que fueron tratadas con AMD inmediatamente después 
de la infección han sido expuestas a la acción del inhibidor 
por periodos más largos que aquellas a las que se agregó AND 
a tiempos más tardíos después de la infección (Rawla y col.,
1976), la inhibición de la producción viral podría explicarse 
por la depleción de componentes celulares (de vida media re la ti­
vamente larga) que podrían estar específicamente relacionados 
con la replicación viral. Por otra parte, debe considerarse 
la posibilidad de que un efecto tóxico de la droga pudiera ser 
causante de la inhabilidad de las células hospedadoras para 
sostener la replicación viral. A este respecto, debe mencionarse 
que las células BHK21 son sumamente sensibles a la AMD (Kawls
y col., 1976; Stanwick y Kirk, 1971 y nuestras propias observacio­
nes) y que bajo condiciones en las cuales la AMD inhibió la 
producción viral, también se produjo una gran disminución en 
el número de células de la monocapa (Rawla y col., 1976). Con
el objeto de evitar los posibles efectos tóxicos de la AMD,
decidimos analizar el efecto de esta droga sobre la replicación 
viral incubando las células durante el menor tiempo posible 
en presencia del inhibidor. Los estudios fueron realizados con 
tres miembros de la familia Arenaviridae -los virus Junin, Pichin-
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de y Tacaribe- ©n doa etapas definidas de su ciclo replicativo: 
inmediatamente después de la adsorción viral y durante la fase 
estacionaria del crecimiento viral- El período mínimo de exposi­
ción a la droga debía asegurar la formación de las partículas 
virales completas y su salida al medio extracelular en presencia 
de AMD- Por ello, en aquellos experimentos donde el efecto del 
inhibidor se estudió inmediatamente después de la adsorción 
viral, el tiempo mínimo de esposición a la droga fue igual al 
período de latencia (ñ h según lo que se mostró antes). En aque­
llos experimentos donde el efecto de la AMD se estudió en la 
fase estacionaria del crecimiento viral, el periodo mínimo de 
exposición a la droga fue el correspondiente al tiempo de genera­
ción viral (no mayor a 6 h, según se vio en el punto anterior). 
L.a concentración de AMD utilizada durante esta determinación 
fue de 2 pg/ml. Esta concentración de AMD es la que se ha u t i l i ­
zado más frecuentemente en el estudio de la participación de 
funciones celulares durante la replicación de numerosos virus 
(Reich y Goldberg, 1964). En nuestras condiciones experimentales 
dicha concentración inhibió, por lo menos, el 98?* de la transcrip­
ción celular. Siguiendo estos lineamientos básicos, se infectaron 
células BHK21 con cada uno de los 3 arenavirus escogidos e inme­
diatamente después de la infección o en la fase estacionaria 
del crecimiento viral, se agregó la concentración establecida 
de AMD. Estas células se preincubaron por períodos tales que 
permitieran la generación y salida al medio extracelular de 
las partículas virales, en presencia de la droga. Al cabo de 
este tiempo el medio extracelular fue reemplazado por medio 
fresco conteniendo la misma concentración de AMD. Este último 
se recolectó 2-3 h después y en él se determinó la cantidad 
de virus infectivos liberados al medio extracelular. Como control 
se usaron células BHK2 1 infectadas y sometidas a los mismos 
cambios de medio, pero en ausencia de AMD. En cada uno de los 
casos se determinó el número de células y los resultados se 
expresaron en UFP/célula. La Tabla 1.2. muestra el análisis 
estadístico de los datos obtenidos para los virus Junín, Tacanbe
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Tabis I. u: EFECTO DE LA ACT1NÜMICINA D SOBRE LA REPLiCACIDN DE ARENAVIRUS EN CE-.UlAS BHKpi.
Virus m.o. i.
(UFP/cél)
Preincubacíór» con AMD 
(HPJ)
Recolección de virus 
(HPI)
Producción viral* 
(5t del control)
Pichinde 5-10 0-9 9-11 101 i 27 (7)
1 45 - 51 51 - 54 102 i 23 (6)
Tacaribe 5-10 0-10 10 - 12 85 i  36 (3)
1 38 - 44 44 - 47 98 i 33 (4)
Junín 1
¡Kico 54-57 105 i 28 (3)
f Células BHKgi crecidas en cajas de Petri de 35 m de diámetro fueron infectadas con m.d. i.= 10 para la determina­
ción del efecto de la droga a tiempos cortos después de la infección o con m.d. i,- 1 para su determinación en la 
fase estacionaria de crecimiento. Una parte de las células infectadas se expuso a medio de cultivo conteniendo 
2 pg/ml de AMD durante 10 h (inmediatamente después de la infección) o S h (en la fase estacionaria de crecimiento). 
Con el objeto de eliminar los virus no adsorbidos durante la infección, las células donde el inhibidor se agregó 
inrnedlatamente después de la infección fueron lavadas con PBS cada 2 h y luego cubiertas con medio fresco conte­
niendo AMD. Las células usadas como control fueron sometidas a idénticos lavados y cambios de medio pero en ausen­
cia del inhibidor. Después del pretratamiento con AMD, se descartaron los sobrenadantes y las «onocapas celulares 
se lavaron 3 veces con PBS y se cubrieron con medio de cultivo fresco conteniendo 2 pg/ml de AMD -el medio de cul­
tivo usado para los cambios en los controles no contiene AMD-. La producción viral fue determinada por plaqueo en 
células Vero (ver Materiales y Métodos, 4.). En el momento de la recolección del sobrenadante las monocapas celu­
lares fueron tripsinizadas y las células dispersadas se contaron en una cámara de Neubauer. Cada una de las deter­
minaciones se llevó a cabo porduplicado y los virus infectivos de los sobrenadantes obtenidos en cada caso se va­
loraron en dos titulaciones independientes. Los resultados se obtuvieron promediando estas determinaciones y se ex­
presaron en UFP/cél. La producción viral en células tratadas con AMD se refirió a la producción determinada para 
los controles correspondientes, no tratados con la droga.
# Los resultados se expresaron como el valor medio + desviación estandard para el número de experimentos indicados 
entre paréntesis. Los títulos virales para los diferentes experimentos variaron entre 2 x 102 a 3 x 103 IFP/ml y 
entre 7 x 10* y 2 x 105 UFP/ml para los virus Pichinde y Tacaribe, respectivamente, cuando los virus fueron reco­
lectados a tiempos cortos después de la infección. Cuando la recolección se llevó a cabo en la fase estacionaria 
del crecimiento viral los títulos variaron entre 5 x 10^  y 7 x 10& UFP/ml para virus Junín, 2 x 10? y 9 x 10?
IfP/al para virus Pichinde y 3 x 106 y 2 x 107 UFP/ml para virus Tacaribe. Los valores medios para el número de 
células tratadas con AMD por 11-12 h o 9 h fueron de 73 y 79% respectivamente con respecto a los controles no tra­
tados.
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y Pichinde en diferentes estadios del ciclo de replicación v i ­
ral. Puede observarse que en etapas tempranas del ciclo loa 
virus Tacaribe y Pichinde no necesitan de la transcripción celu­
lar simultánea para su replicación. La producción de virus Junin 
a tiempos cortos después de la infección, a pesar de no mostrar 
diferencia entre la producción obtenida en células tratadas 
y no tratadas con AMD, pudo estimarse en diferentes experimentos 
<3> a partir del recuento de no más de 20 placas de l is is  por 
cada sobrenadante. Debido al riesgo que supone aceptar como 
correctos los títulos asi obtenidos hemos decidido no analizar 
dichos datos en el presente trabajo. Puede observarse además, 
que en la fase estacionaria de crecimiento viral la AMD no afecta 
la producción de ninguno de los tres aronavirus estudiados. Esto 
significa que la transcripción celular simultánea tampoco es 
necesaria para la replicación viral durante la fase estacionaria 
de crecimiento. El hecho de que en célas BHK21 infectadas con 
virus Pichinde se observen a las 24-48 HPI niveles normales 
de antlgenos virales sintetizados en presencia de AMD (Rawla 
y co l., 1976), está de acuerdo con nuestra conclusión de que 
la transcripción y posterior traducción del genoma viral no 
dependen de la transcripción celular simultánea en la fase esta­
cionaria del ciclo de replicación viral.
Los resultados aquí presentados son diferentes a las obser­
vaciones previas realizadas por otros autores, quienes encontra­
ron que el crecimiento de los arenavirus es inhibido por la 
AMD (Buck y Pfau, 1964; Mifune y col., 1971; Rawla y col., 1976; 
Stanwick y Kirk, 1971). En dichos estudios, sin embargo, las 
células infectadas fueron expuestas a la acción de la droga 
por periodos prolongados, observándose una disminución importante 
de la producción viral a partir de las 24 h después de exponer 
las células a la AMD. El análisis de estos trabajos a la luz 
de nuestros resultados sugiere dos posibilidades: o bien las 
células son incapaces de soportar la replicación viral debido 
a un efecto tóxico del inhibidor, o bien los arenavirus necesitan 
de transcriptos celulares de vida media larga para su replica-
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ción. Algunos resultados sugieren como más probable la primera 
posibilidad; por e j ., en nuestras manos, después de lo exposición 
de células BHK21 por 9 h a lo acción de lo AMD, aparecen los 
primeros signos de efectos tóxicos sobre las mismas (aumento 
de la vacuolización celular y desprendimiento de las células 
de la monocapa), los cuales coinciden con una disminución en 
la producción de virus infectivos. Un efecto similar puede obser­
varse al analizar el trabajo de Rawls y col. (1976), quienes 
determinaron la producción de virus Pichinde en célos BHK21 
sometidas a la acción de la AMD por 24 y 48 h. A dichos tiempos 
menos del €>\ de las células permanecía aún en la monocapa 
(¿vivas?) con respecto a los controles no tratados.
Otros inhibidores diferentes de la AMD han sido utilizados 
para evaluar la participación de funciones nucleares en la repli- 
cación de los arenavirus. Por ejemplo, se ha encontrado que la 
a-amanitina inhibe la replicación del virus Tacaribe en células 
PK-13 (Mersich y col-, 1979). Sin embargo, en este trabajo se 
exponen las células a la acción de la droga por periodos prolon­
gados (mínimo 12 h), en los cuales podrían ponerse de manifiesto 
efectos tóxicos similares a los que presenta la AMD. Por otra 
parte, en dicho trabajo no se indica el estado de las células 
tratadas con la droga, ni tampoco cómo se expresa la producción 
viral para calcular el porcentaje de inhibición, por lo cual 
se hace d i f íc i l  un análisis más profundo del mismo. Por último 
el análisis de la producción de virus Pichinde en células BHK21 
enucleadas con citochalasina B, mostró que en las células enuclea— 
das inmediatamente antes de la infección la producción viral 
disminuía notablemente después de las 24-48 HPI con respecto 
a las células no enucleadas usadas como control y que el nivel 
de antigenos virales a 24 HPI sólo difiere respecto de los contro­
les no tratados cuando la enucleación se llevó a cabo, como 
mínimo, 12 h antes (Banerjee y col-, 1975/76). Sin embargo, 
debido a que la interpretación de los resultados se hace d if íc i l  
después de 10 h de realizada la enucleación (Ortin y Vifiuela,
1977), se genera la misma incertidumbre que en los casos anterio­
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res. De todas formas, a pesar de que no existe una ciara eviden­
cia, no puede descartarse la posibilidad de que los arenavirus 
necesiten de la transcripción de componentes celulares de vida 
media larga o de otras funciones nucleares distintas de la trans­
cripción. Nuestros resultados sólo indican que los arenavirus 
no necesitan de la transcripción celular simultánea para su 
replicación, ni en la fase inicial, ni en la fase estacionaria 
de su ciclo de crecimiento.
CONCLUSIONES
Durante el presente capitulo se han analizado diferentes 
aspectos de la replicación en células BHK21 de 3 arenavirus, 
los virus Junln, Tacaribe y Pichinde. Se estudió, en primer 
lugar, cada una de las etapas del ciclo de crecimiento viral. En 
segundo lugar, se investigó la intersección virus-célula analizan­
do el efecto de la actinoinicina D sobre la replicación de dichos 
arenavirus. Con respecto al primer punto se han aportado loa 
siguientes resultados originales:
1) La constante de adsorción de virus Tacaribe en células BHK21 
-al igual que en célas Vero- es del orden de 3xlO”^mlcel~lmin~1 .
2) La infectividad especifica (UFP/pg de ARN viral) es 20 veces 
superior para el virus Pichinde que para los virus Tacaribe 
y Junin. Sin embargo, la masa de ARN genómico viral producido 
por célula y por unidad de tiempo es muy similar (aproximadamente 
10-15  gr/h.cél.). Estos resultados permiten explicar las diferen­
cias observadas en las curvas de crecimiento viral, en las cuales 
los títulos máximos del virus Pichinde son 20 veces superiores 
a los logrados por los virus Tacaribe y Junin.
3) Se ha observado que la presencia de partículas DI durante 
la infección induce cambios en las curvas de crecimiento de 
virus Tacaribe. Este resultado sugiere cierta participación 
de las partículas DI en la regulación de la replicación de los
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virus infectivos, apoyando la hipótesis inicialmente presentada 
por Dutko y Pfau <1978).
4) Se determinó el tiempo de generación viral -en la fase estacio­
naria de crecimiento- para tres arenavirus: Junin, Tacaribe 
y Pichinde. Se encontró que en menos de 6 h los arenavirus son 
capaces de replicar su material genético, ensamblarse y salir 
al medio extracelular.
Por último, el análisis de la replicación de los virus 
Junin, Tacaribe y Pichinde en presencia de actinomicina D, en 
condiciones en las cuales se disminuyen los efectos tóxicos 
de la droga, permitió demostrar que los arenavirus no necesitan 
de la transcripción celular simultánea para su replicación.
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CAPITULO II
parte: i
A- Obtenc í ón de  "stocks" CPE<+> y CPE( — > 
de virus Tacaribe .
B. Efecto de 1a infección de células 
Vero con "stocks" CPE <+ > y CPE( — > de 
v i rus Tacari be .
C. Efecto de 1a infección de diferentes 
lineas celulares con "stocks" CPE<+> 
de virus T acari be.
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A • OBTENCION DE "STOCKS" CPE ( +•) Y CPE (-) DE VIRUS TACARIBE.
I • Conalderaciones prellmlnarea.
Como se mencionó antes, los arenavirus tienen la capacidad 
de replicar en diferentes sistemas celulares. En la mayoría 
de las líneas celulares (células MDBK, BHJ<21r HeLa, BALB/C 3T3) 
estos virus replican sin producir efectos aparentes sobre la 
integridad celular, mientras que en otras líneas celulares (Vero, 
MDCK) son capaces de generar placas de lis is . De hecho, estos 
virus son titulados por el método de formación de placas en 
células Vero (ver Materiales y Métodos -4->. Sin embargo, cuando 
se infectan célas Vero o MDCK con elevada m.d.i., la aparición 
de efecto citopético (CPE) y l is is  celular no se presenta o 
es poco evidente, estableciéndose, generalmente, una infección 
persistente (Pedersen, 1978; Rawls y Leung, 1979). Varios autores 
(Dutko y Pfau, 1978; Hotchin, 1971; Lehman-Grube, 1971; Staeneck 
y col., 1972; Welsh y Pfau, 1972) asignan la pérdida de la capa­
cidad l ít ica  de los arenavirus a la presencia en los "stocks" 
virales de proporciones variables de las denominadas partículas 
defectivas interferebtes (DI). Estas DI sólo han sido detectadas 
por su acción biológica (interferencia) y no han sido caracteri­
zadas desde el punto de vista molecular. Con respecto a esto 
último, los intentos realizados por diferentes autores arrojaron 
resultados contradictorios (ver Introducción).
El hecho de que los arenavirus sean capaces de formar placas 
de l is is  en células Vero (Mifune y col., 1971) y que la capacidad 
de formar placas pueda ser eliminada por el agregado de partícu­
las DI (Dutko y Pfau, 1978), sugiere que los virus infectivos 
(VI) sí serían capaces de afectar la integridad celular y que 
esta capacidad c ito lít ica podría ser eliminada por la presencia 
de DI durante la infección. Si esto fuera así, resulta claro 
que para estudiar los eventos moleculares que conducen, o bien 
Q 2a l is is  celular o al establecimiento de una infección persis­
tente serla necesario disponer de "stocks" virales ricos en
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VIf ©n el primer caso, y en DI, en el segundo. La obtención 
de "stocks" virales con estas carácteristicas podría lograrse 
por dos caminos diferentes: 1) Como todas las preparaciones 
de arenavirus parecen estar constituidas por mezclas en proporcio­
nes variables de DI y VI, la obtención de "stocks" ricos en 
VI o DI, podría lograrse utilizando un método fisicoquímico 
que permitiera separar ambos tipos de partículas. Sin embar­
go, debido a que las partículas DI no han sido aún definidas 
desde el punto de vista molecular, resulta d i f íc i l  pensar ©n 
adoptar un método fisicoquímico para separarlas de los VI. 
2) Una segunda posibilidad consistiría en buscar condiciones 
de propagación viral que permitieran aumentar o disminuir a 
voluntad la proporción relativa de VI y DI. Se sabe que la rela­
ción de DI a VI en cada preparación viral y para los diferentes 
arenavirus, depende de diversos factores, como ser, la línea 
celular utilizada para su preparación, la m.d.i. y el tiempo 
transcurrido entre la infección de las células y la recolección 
de los sobrenadantes correspondientes (Dutko y Pfau, 1978; Martí- 
nez-Peralta, 1981). Consideramos posible, por lo tanto, obtener 
"stocks" virales con diferente proporción de DI y VI modificando 
estas variables. Esta parte del trabajo la hemos llevado a cabo 
utilizando virus Tacaribe como modelo del grupo. Este virus 
fue elegido por ser antigénicamente muy parecido al virus Junín 
-agente etiológico de la fiebre hemorrágica argentina-, pero, 
a diferencia de este último, no es patógeno para el hombre 
(Weissenbacher y col., 1975/76).
2. Estrategia utilizada para la obtención de "stocks" virales.
Con el objeto de trabajar con poblaciones virales homogé­
neas, las preparaciones de virus Tacaribe fueron obtenidas a 
partir de un virus clonado en células Vero. Para ello, en cada 
caso se aisló la progenie derivada de un único virus infectivo 
(placa de l i á i s ) , que fue luego propagada en células BHK2 1 • De 
aquí en més, la proporción de DI en la preparación final depende­
ría de la estrategia utilizada. Debido a que, como ya indicamos
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antes, la replicación de dichas DI depende de la presencia de, 
al menos, un VI en la misma célula, el aumento en la proporción 
de las DI se vería favorecido por condiciones que propiciaran 
la coinfección de las células con partículas DI y VI, como por 
ej . : una elevada m.d.i. y la realización de múltiples ciclos
de replicación (recolección a tiempos largos post-infección 
y la realización de varios pasajes por células). Por lo tanto, 
con el objeto de obtener "stocks" con baja proporción de DI, 
los clones aislados de células Vero fueron amplificados en célu­
las BHK21 utilizando una baja m.d.i. (í 0.03 UFP/cél.), recolec­
tando los sobrenadantes celulares no más alié del 4* día post-in- 
fección y evitando realizar más de dos pasajes en células BHK21 
en las condiciones mencionadas. Por otra parte, para la obtención 
de "stocks" con una alta proporción de DI, los clones fueron 
amplificados a m.d.i. elevadas ( ¿ 5 UFP/cél.), recolectando
los sobrenadantes después del 5* día post-infección y realizando 
bajo estas condiciones, generalmente, 4 pasajes en células BHK21 
(los detalles operacionales correspondientes a la preparación 
de "stocks" se describen en Materiales y Métodos -10.1-).
El dosaje de UFP y DI (ver Materiales y Métodos) reveló 
que el primer método permitía obtener "stocks" con una relación 
DI/UFP i 10~4, mientras que la aplicación del segundo método 
permitía conseguir "stocks" con una relación DI/UFP variando 
entre 0,2 y 20, según las condiciones de preparación. Por razones 
que veremos a continuación, denominamos CPE (+) a loa "stocks" 
que poseen una baja proporción de DI y "stocks" CPE (-) a los 
que poseen una elevada proporción de DI.
B. EFECTO DE LA INFECCION DE CELULAS VERO CON "STOCKS" CPE (♦)
Y CPE (-) DE VIRUS TACARIBE.
1. Efecto citopético.
Si la ausencia de CPE observada por otros autores al infec­
tar con alta m.d.i. célas Vero con arenavirus fuera consecuencia 
de la elevada proporción de DI en los inóculos usados, debería
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esperarse un comportamiento diferencial al infectar dichas célu­
las con "stocks" CPE (♦) y CPE (-) de virus Tacaribe a alta 
m.d.i.I los "stocks" CPE ( + ) , debido a su baja proporción de 
DI, deberían inducir la l is is  celular (al igual que lo hacen 
durante la formación de placas en la titulación) como efecto 
de la replicación de los VI; por otra parte, la alta proporción 
de DI en los "stocks" CPE (-) deberla producir infecciones que 
no condujeran a la c ito lis is  (infecciones persistentes). Con 
el objeto de analizar la capacidad citopatogénica de cada uno 
de los "stocks" virales se infectaron células Vero con distinta 
m.d.i., realizándose el recuento diario de las células (Fig.
II .  1.). La parte A de la Fig. I I . 1. muestra el comportamiento 
de células Vero infectadas con un "stock" CPE ( )  . Puede observar­
se que a m.d.i. elevadas (2 3 UFP/cél.) se produce una respuesta 
l lt ica  definida de la monocapa celular a partir de las 40 HPI. 
Los primeros signos de CPE (vacuolización celular, alteraciones 
morfológicas, etc.) se observan a partir de las 30 HPI. Al dismi­
nuir la m.d.i. utilizada puede verse un retraso en la aparición 
del CPE; en este caso, el virus debe sufrir varios ciclos de 
replicación para lograr la infección de todas las células del 
cultivo. El hecho de que no pueda disminuirse el tiempo de apari­
ción del CPE por debajo de las 40 HPI con el aumento de la 
m.d.l. sugiere, por un lado, que se ha logrado la infección
total y sincrónica de la monocapa celular y por otro lado, que 
el periodo mencionado (40 h) es el mínimo necesario para que 
el virus (VI) provoque la l is is  celular.
La parte B de la Fig. I I . 1. muestra el comportamiento de 
células Vero infectadas con un "stock" CPE (-) de virus Tacari­
be. Puede verse claramente que aquellas células infectadas con 
m.d.i. elevadas no provocan CPE, siendo su comportamiento idénti­
co al de las células no infectadas usadas como control. Sin 
embargo, en condiciones en las cuales no se favorece la coinfec­
ción de las células con DI y VI (m.d.i. baja) puede observarse 
el efecto Utico provocado por las VI. En algunos casos (m.d.i.® 
0.01 UFP/cél.) es evidente la recuperación de la monocapa celular
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-j-QL™ »I5IS DE LA CAPACIDAD CITOPATOGENICA DE ‘'STOCKS” CPEÍ + ) y CPS(-) DE VIRUS TACARIBF. Monocapas de
células Vero crecidas en cajas de Petri de 35 mnt de diámetro fueron infectadas con diferentes «,d. i. de un "stock" 
CPE(+, (A) o CPEÍ-) (B). Día a día se determinó el porcentaje de saturación de la itonocapa (Materiales y Métodos,
) En la figura se indica la variación de dicho porcentaje en función del tiempo para distintas m.d. i.: A, 120 
~-¿0s3 (o)« 1,5 (a); 0.3 (u); 0.15 (•); 0.06 (a) y control no infectado («): B, 10 s 6 i**): 0.01 (o); 0.006
(a); 0.0007 (a) y control no infectado (•).
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® partir de las células que han logrado ser coinfectadas por 
DI y VI después de varios ciclos de replicación.
2• Efecto sobre la síntesis de macromoléculas celulares.
Todos los virus animales conocidos que poseen capacidad 
citopatogénica (c ito liticos) inducen, en mayor o menor medida, 
la inhibición de la síntesis de macromoléculas celulares (Fenner 
y col., 1974; Shatkin, 1983). En algunos casos, dicha inhibición 
es la responsable directa de la producción del CPE, mientras 
que, en otros casos, estos fenómenos son totalmente independien- 
tes (Shatkin, 1983). Con el objeto de analizar el efecto de 
la replicación en los distintos "stocks" de virus Tacaribe sobre 
la síntesis de macromoléculas celulares se estudió, en primer 
lugar, el efecto de la m.d.i. sobre la síntesis de proteínas 
celulares. Para ello se determinó la incorporación total de 
[3H3-leucina en células Vero infectadas a diferentes m.d.i. con 
"stocks" CPE (♦) y CPE <-) de virus Tacaribe. La incorporación 
del radioactivo en las células infectadas se estudió a las 
24 HPI, poco antes de que aparecieran los primeros signos de 
CPE. En estas condiciones (comparando con lo ocurrido para otros 
sistemas virus-célula) el efecto sobre la síntesis de macromolé­
culas debería ser máximo. La Fig. I I . 2. permite observar que 
la infección con un "stock" CPE (O provoca una disminución 
importante en la incorporación del precursor radiactivo, que 
se magnifica con el aumento de la m.d.i. hasta alcanzar un nivel 
estable a m.d.i.¿ 3 UFP/cél. (en estas condiciones estadísticamen­
te se espera tener más del 95* de las células infectadas). Puede 
observarse, también que la infección con un "stock CPE (-) 
a m.d.i. elevada no produce efecto alguno sobre la incorporación 
del precursor marcado. A multiplicidades més bajas se observa 
una pequeña disminución en la incorporación, debido a que una 
fracción de células ha sido infectada con VI, pero no con DI. Es­
te es un efecto similar al observado durante el desarrollo del 
CPE a bajas m.d.i. en células Vero infectadas con un "stock*
CPE (- ) .
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iliS- EFECTO PE Lft MULTIPLICIDAD DE INFECCION SOBSE Ift INCORPCRflCirW BE t^HJ-lEUCIKfl FM rfi iu oc vero. células 
Vpi-o fueron infectadas, o no (controles), con un 'stock" CPEÍ+l (símbolos llenos) o un "stock* CPE(-) !sinbolos 
vacíos) de virus Tacaribe a diferentes Multiplicidades. Entre las 23 y ?A HPI las células fueron Barcadas con [3ffl- 
eucina y se deterainó luego la radiactividad ácido precipitable (según se describe en Materiales y Métodos, 13.) 
Los resultados se expresan coso porcentaje respecto al control no infectado. Los síebolos diferentes indican los 
resultados de experimentos independientes.
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Con el objeto de demostrar que estas propiedades no represen­
tan un hecho fortuito (aislamiento de mutantes, etc.), sino 
que dependen exclusivamente de la forma en la que se preparan 
cada uno de los ••stocks", se analizó la incorporación de [3h) - 
-leucina en células Vero infectadas con "stocks" CPE («-) y CPE 
(->, preparados a partir de diferentes clones de virus Tacaribe. 
Con el fin de acotar temporalmente este fenómeno, se realizaron 
las determinaciones a diferentes tiempos post-infección. Los 
resultados mostrados en la Fig. I I . 3. permiten observar que 
la infección con cualquiera de los "stocks" CPE <■*•> provenientes 
de diferentes clones de virus Tacaribe, disminuye la incorpora­
ción de [3H3-leucina a las proteínas celulares. El nivel de 
[3hJ-leucina intracelular medido como material ácido soluble 
(Tabla I I . l . ) ,  no se modificó a lo largo del periodo estudiado, 
por lo cual, la disminución en la incorporación del aminoácido 
marcado es indicativa de una inhibición de la síntesis proteica.
Tabla II.l.: MEDIDA DEL NIVEL INTRACELULAR DE E3B3-LEUCIKA EN CELULAS VERO INFECTADAS CQft UN “STOCK”
CPE (+) DE VIRUS TACARIBE.
HPI+
% -leucina#
ácido soluble ácido precipitable
0 100 100
15 100 45
22 90 30
+ Las células fueron infectadas a m.d. i.= 3 UFP/cél.
# La raoiactividad ácido soluble y ácido precipitadle fue determinada y corregida por la cantidad 
de DMA del cultivo cobo se indica en Materiales y Métodos.
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..llil- EFECTO DE Lfi INFECCION CON1 "stcW CPE(») De VIRUS 7PCSRIES SO&^E Lft ¡NCQRPDftflCIQN DE W-LEUCiM 
^.^k^^VcRO ES FUNCION DEL TIEMPO PC-oT-IACCION. Células Vero fuero-, infectadas, o no (controles), con "stocks" 
Lr í-(- ' o? virus Tacaribe a rc.d. i. * 8. .Q los tiempos indicados las células se «arcaron cor» [**H]-leucina y se midió 
su incorporación al material ácido precipitadle corno se indicó en Materiales y Métodos (13). Los diferentes síebolos 
mnean infecciones ilevadas a cabo con "stocks" CPt(+) preparados en forma independiente a partir de distintos 
clones ce virus Tacaribe.
^or °t,ra parte, la infección de células Vero con "stocks" CPE 
< ) obtenidos a partir de diferentes clones de virus Tacaribe, 
es incapaz de afectar la síntesis proteica de las células hospe- 
dadoraa (Fig. H .4 . ) .  El hecho de que los miamos resultados 
puedan obtenerse a partir de diferentea clonea de virus Tacaribe 
preparados en forma independiente, permite asegurar que el fenó­
meno es general y no un hecho fortuito como podría ser el aisla­
miento de una variante genética del virus original•
La marcación con C^H]-timidina y [3HJ-uridina de células 
Vero infectadas con un "stock" CPE (O de virus Tacaribe, reveló 
una disminución apreciable en la incorporación de dichos precur­
sores a los ácidos nucleicos correspondientes (DNA y RNA respec­
tivamente) en función del tiempo post-infección (Tabla I I .2 . ) .  La 
constancia del nivel intracelular de los precursores marcados 
(medido como material ácido soluble) indica que la disminución 
en la incorporación de dichos precursores se debe a la inhibición 
de la síntesis de DNA y RNA y no a un problema de transporte 
de los mismos. De igual forma que lo observado para la síntesis 
proteica, la infección de células Vero con "stocks" CPE (-)
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Tabla II,2.: EFECTO DE Lfl INFECCION DE CELULAS VERO CON UN "STOCK" CPE (+) DE VIRUS TACARIBE
SOBRE Lfl SINTESIS DE ARN Y AON CELULAR.
HP1V
% [^ Hl-timidina* % I^ Hl-uridina#
ácido soluble ácido precipitadle ácido soluble ácido precipitadle
0 100 100 100 100
12 140 70 - -
15 110 50 100 77
22 110 30 80 63
* Las células se infectaron con m.d. i.= 3 según se indica en Materiales y Métodos.
* La radiactividad ácido precipitadle y ácido soluble fue determinada y corregida por la cantidad 
de DNA celular como se indica en Materiales y Métodos.
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Fiqura II.4. gECTO DE Lfl IUFECCION CON "STOCKS" CPE(-) DE VIRUS TflCftRIBE SOBRE LA INCORPORflCION DF r3m-«rnriMQ 
— — VERO EN FUNCION DEL TIEMPO PDST-INFECCIQN. Células Vero fueron infectadas, o no (controles) con "stocks" 
CPE(-) de virus Tacaribe a e.d.i. % 7. A los tieepos indicados las células se «arcaron con C^ Hl-leucina y se eidié 
su incorporación al raterial ácido precipitadle cora se indicó en «ateríales y Métodos (13.). Los diferentes siebo- 
los indican infecciones llevadas a cabo con "stocks" CPE(-) preparados en forra independiente a partir de distintos 
clones de virus Tacaribe.
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de virus Tacaribe, no produjo cambios en la síntesis de ácidos 
nucleicos. Por otra parte, experimentos realizados con células 
sincronizadas apuntalan fuertemente la idea de que la replicación 
de los virus infectivos afecta primariamente la síntesis de 
proteínas celulares, siendo un efecto secundario la inhibición 
de la síntesis de ácidos nucleicos (M.T. Franze-Fernández, obser­
vación no publicada).
Según se acaba de mostrar, existe diferencia en cuanto 
al efecto que producen sobre las células hospedadoras los 
"stocks'* CPE (-O y CPE <-> de los virus Tacaribe. Esta diferen- 
cia, sin embargo, no se manifiesta a nivel de la producción 
de viriones infectivos. Como puede verse en la Tabla I I . 3. la 
producción de virus infectivos en ningún caso mostró una varia­
ción importante, ni aún a los tiempos en los cuales el efecto 
sobre la sínteis de macromoléculas celulares fue máximo (24 
HPI) .
Tabla II.3.: PRODUCCION DE VIRUS INFECTIVOS EN CELULAS VERO INFECTADAS CON “STOCKS" CPE (+)
y CPE (-) DE VIRUS TACARIBE.
Producción viral en sobrenadantes celulares (UFP/10^  células)+
Experimento Experimento 2*
HPI CPE <+> CPE (-) CPE (+) CPE (-)
2 (20 (20 ND ND
8 * 2 x 102 v 2 x 102 ND ND
16 1 x 10* 6,5 x 103 5 x 10* 7 x 10*
24 4 x 10* 2,6 x 10* 1 x 105 6 x 10*
4B ND ND Lisis 5 x 10*
* Los títulos virales son el promedio de dos titulaciones independientes realizadas sobre cada
una de las determinaciones, llevadas a cabo, a su vez, por duplicado.
# íl o. i.s 2 UFP/cél. con ambos "stocks".
* m.a. i.= 6 UFP/cél. con ambos "stocks".
ND = no determinado.
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3m R e la c io n  In v e r s a  e n t r e  l a  I n h i b i c i ó n  de 1a a l n t e s i s p r o t e i c a
l a  p ropo r c i ón de DI en l o a  I n ócu lo s  u t i l i z a d os en l a  l n f e c  
c l ó n .
Con e l  o b j e t o  de a n a l i z a r  l a  c ap ac id ad  de l a s  DI para  p r o t e ­
g e r  a l a a  c é l u l a a  de l a  i n h i b i c i ó n  de l a  a l n t e a i a  p r o t e i c a  g en e ­
rad a  por  l o a  V I , ae  determ inó  l a  in c o rp o r a c ió n  de C^HD-leucina  
a l a a  24 HPI en c ó l u l a a  Vero  i n f e c t a d a *  con una c an t id a d  conatan -  
t e  de VI y p ro p o rc io n e a  v a r i a b l e a  de p a r t í c u l a *  D I .  Eato ú l t i a o  
ae l o g r ó  ag regan do  a l  momento de l a  i n f e c c i ó n ,  a e z c l a a  adecuadaa  
de un " a t o c k "  CPE ( O  y un “a to c k "  CPE < -> .  La F i g .  I I . 5. au ea t ra  
l o a  r e a u l t a d o a  o b t e n id o * .  Puede v e ra e  c l a r a a e n t e  una r e l a c i ó n  
i n v e r a a  e n t r e  l a  i n h i b i c i ó n  de l a  a l n t e a i a  p r o t e i c a  y l a  p ro p o r— 
c ión de DI en e l  momento de l a  i n f e c c i ó n .  Eate  r e a u l t a d o  a u g i e r e  
que l a a  p a r t l c u l a a  DI aon capacea  de r e v e r t i r  l a  i n h i b i c i ó n  
de -le a l n t e a i a  p r o t e i c a  in d u c id a  por  l a  r e p l i c a c i ó n  de l o a  V I .
Se a n a l i z ó ,  adenéa ,  l a  p rodu cc ión  i n t r a  y e x t r a c e l u l a r  
de VI a l a a  20 y 40 HPI en c ó l u l a a  Vero  in f e c t a d a a  con d i f e r e n ­
t e *  p ro p o rc io n e a  de DI y l a  miama m u l t i p l i c i d a d  de VI (T a b la
I I . 4 . > .  Loa r e a u l t a d o a  l u e a t r a n  c la ram en te  que ni a l a a  20,
Tabla II.4.; PRODUCCION DE VIRUS INFECTIVOS LIBRES Y A5XIADCS A CELULAS ¿\ CSlulPS VERO INFECTADAS
CON PROPORCIONES VARIABlcS DE DI.
e.d. i. Producción viral (UFP/10& células)
UFP/cél. DI/cél.* 20 HPI 40 HPI
libre asociado* libre asociado*
3 0.001* 1,2 * 10* 0.9 x 10* 2,* » 105 2, a « io¿
3 0.06 1,4 x 10* 1,3 x 10& 2,7 x 105 2,1 x 10&
3 0.25 1,2 x 10* 0.6 x 10* í,7 » 105 2,7 > 10*
3 0.63 0.8 x 10* 0.7 x 1C* 1,3 x 105 1,3 x 10*
’ líS diferentes proporciones o* DI a UFP se lograren con aezclaa de ‘stocks* CPE (♦) y CPE (-).
1 infección con un “stock* CPE (♦).
* Las células se Usaron sediente tres ciclos frío-calor y los virus liberados se titulan por el aétodo 
de plaqueo en células Vero (Materiales y Metocos -4-).
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riqura IÍ.5. RELACION DE LA PROPORCION DE PARTICULAS DI EM EL «OMENTO DE LA INFECCION CON LA PROTECCION DE LA INHI­
BICION1 DE LA SINTESIS PROTEICA. Células Vero fueron infectadas con mezclas de proporciones variables de "stocks* 
LPE(*) y CPE(-) de forma de mantener la m. d. i. constante (3 UFP/cél.) y poder modificar la proporción de Dl/cél. A 
las cLk HP1 las células se marcaron con [¿HJ-ieucina y se analizó la radiactividad ácido precipitable como se descri­
be en Materiales y Métodos (13.). Se muestra el porcentaje de incorporación con respecto a los controles no infec­
tados en función de la relación Dl/cél. en el momento de la infección.
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ni a las 40 HPI existe una diferencia significativa en la produc­
ción intra y extracelular de VI por las células infectadas con 
diferentes proporciones de DI. Debe recordarse que a partir 
de las 20 HPI la inhibición de la síntesis proteica es máxima 
y que a las 40 HPI se observan importantes signos de CPE en 
el caso de las células infectadas con un "stock" CPE (O.
C. EFECTO DE LA INFECCION DE DIFERENTES LINEAS CELULARES CON 
"STOCKS" CPE (O DE VIRUS TACARIBE.
Hasta el momento hemos estudiado el efecto de la replicación 
de virus Tacaribe en células Vero. Hemos encontrado que "stocks" 
con baja proporción de partículas DI (CPE <■»■)> inducen la produc­
ción de CPE e inhibición de la síntesis de macromoléculas celula­
res cuando se infectan las células con alta m.d.i. Consideramos 
interesante analizar en otras lineas celulares el efecto de 
la infección sincrónica con un "stock" CPE (•►) de virus Tacari­
be. Se encontró (resultados no mostrados) que la infección de 
células BHK21 y BALB/C 3T3 con dichos "stocks" no produce signos 
patológicos en las mismas. Sin embargo, la infección de células 
MDCK con "stocks" CPE (O produjo un CPE menos importante que 
el observado en célas Vero, con una menor proporción de células 
afectadas (no se observa l is is  total de la monocapa celular) 
y una elevada capacidad de recuperación celular. Estos datos 
concuerdan con los obtenidos por Dutko y Pfau (1978) en células 
MDCK con los arenavirus Pichinde y LCM.
Por otra parte, con el objeto de verificar la posible corre­
lación entre el efecto l í t ico  y la inhibición de la síntesis 
de macromoléculas celulares, se analizó en forma comparativa 
el efecto sobre la incorporación de C^H3-leucina, C^H]-uridina 
y [3H3-timidina a 24 y 48 HPI, en células Vero y BHK21 infectadas 
con un "stock" CPE (♦) de virus Tacaribe. Los resultados presen­
tados en la tabla I I . 5. permiten observar que, a diferencia 
de lo que ocurre en células Vero, la replicación de los VI no
Tafaia Ii.5.: ESTUDIO COMPARATIVO D a  EFECTO DE LA INFECCION CON ÜN "STOCK" CPE (») DE VIRUS 
TACARIBE SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS, ADM v ARN EN CELULAS VERO Y BHKp i.
Línea celular HPI4*
incorporación (X del control)
E^HJ-leucina t^HJ-timidina E^Hj-uridina
BHKei 24* 82 90 100
48 86 106 100
Vero 24* 30 25 42
48 Lisis Lisis Lisis
+ ».d.i.* 10 UFP/cél.
* Los títulos en los sobrenadantes celulares a las 24 HPI fueron de 5 x 10^ y 7 x 10^ UFP/*1
en células BHKgi y Vero, respectivamente.
produce ningún efecto sobre la síntesis de macromoléculas celula­
res y el CPE. Sin embargo, el hecho de que estos dos fenómenos 
se presenten siempre asociados no significa, necesariamente, 
que sean uno consecuencia del otro.
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ANALISIS—DE—LA—REPLICACION DE VIRUS TACARIBE EN CELULAS VERO.
C o m o  se indicó previamente, el objetivo a largo plazo de 
nuestro trabajo consiste en estudiar las bases moleculares de 
los diferentes eventos que se producen en la célula hospedadora 
durante las infecciones líticas y no liticas. Esto significa, 
analizar en cada uno de los casos el mecanismo de replicación 
viral y la secuencia temporal en la que se producen los menciona­
dos eventos. Para llevar a cabo este análisis, es imprescindible 
obtener una infección total y sincrónica de la monocapa celular. 
Por este motivo, antes de comenzar con el análisis del mecanismo 
de replicación viral, estudiamos la eficiencia de infección 
de las células Vero con virus Tacaribe.
1• Caracterización de la infección.
Analicemos nuevamente las Figs. I I . 1.A. y I I . 2. descriptas 
en el presente capitulo, correspondientes a la producción de 
CPE y de la inhibición de la síntesis de proteínas en células 
Vero infectadas con diferentes multiplicidades de un "stock" 
CPE (♦) de virus Tacaribe. En ambas figuras, se puede evidenciar 
que el efecto producido por la replicación del VI no puede magni­
ficarse con el aumento de la m.d.i. cuando esta alcanza un valor 
de 3 UFP/cél. Estos datos sugieren que el inóculo ha alcanzado 
su máxima capacidad de infección y que la eficiencia de dicha 
infección deberla ser elevada (cercana al 100*). Sin embargo, 
el análisis bibliográfico sobre la eficiencia de infección de 
los arenavirus sugiere que estos virus infectan en forma poco 
eficiente; por e j . se ha descripto que en células Vero infectadas 
con virus Junln la eficiencia de infección a las 24 HPI, determi­
nada por el método de centros infectivos, es de sólo el 3* (Coto 
y col., 1970) y por el método de inmunofluorescencia de sólo 
un 7X (Martlnez-Peralta, 1979). Otros autores, encuentran a
las 24 HPI para otros miembros de la familia de los arenavirus 
(Pichinde, LCM) en otras lineas celulares (BHK21* células L) 
no más del 66* de células inmunofluorescentes (Buchmeier y col.,
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1978; Dimock y co l . f 1982; Rawla y col., 1976) y no más del 
20* de células productoras de virus (centros infectivos) (Dimock 
y co l., 1982).
En el presente trabajo, con el objeto de analizar la eficien­
cia de infección se utilizaron dos caminos diferentes: por un 
lado se midió la fracción de células productoras de antigenos 
virales utilizando el método de inmunofluorescencia indirecta 
(IFI) y por el otro, la fracción de células capaces de generar 
virus infectivos mediante el método de cuantificación de centros 
infectivos (CI) (ver Materiales y Métodos -6 y 12-). Consideramos 
que la determinación debía realizarse en ambos casos al tiempo 
más corto posible después de la infección, de forma de evitar 
que los virus producidos durante el primer ciclo replicativo 
pudieran reinfectar nuevas células. Con el objeto de determinar 
el tiempo mínimo en el cual podía observarse inmunofluorescencia 
específica, se realizó la determinación de antlgenos virales 
(totales y de superficie) en células Vero infectadas (m.d.i.*
5) con "stocks" CPE (+) y CPE (-) a diferentes tiempos post-infec- 
ción (Fig. I I .6 . ) .  Los resultados permiten ver claramente que 
ya desde las 4 HPI pueden detectarse, en ambos casos, antígenos 
totales (Fig. I I . 6.A.) y de superficie (Fig. I I .6.B. ) específicos 
virales, con un aumento importante de la inmunofluorescencia 
en función del tiempo. Con respecto a este punto debe destacarse 
que la intensidad de la inmunofluorescencia fue siempre menor 
en las células infectadas con "stocks" CPE (- ) ,  siendo més eviden­
te esta diferencia a medida que aumenta el tiempo después de 
la infección. Por otra parte, estas observaciones microscópicas 
permiten ver, en ambos casos, que ya desde las 4 HPI la mayor 
parte de las células presenta inmunofluorescencia positiva, 
lo cual es indicativo de una elevada probabilidad de obtener 
una infección total de la monocapa celular. Sin embargo, la 
observación microscópica con bajo aumento -condición en la cual 
se hace el recuento celular- hace d i f íc i l  cuantificar las células 
inmunofluorescentes a las 4 HPI, debido al bajo nivel de antlge­
nos virales intracelulares. Se decidió, por lo tanto, realizar
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>ipura II,6.A. CINETICA DE APARICION DE ANTIGEVD5 VIRALES TOTALES EN CELULAS VcflQ INFECTADAS CON "STOCKS" CPE (♦) 
Y CPE (-) DE VIRUS TACARIBE. Células Vero se infectaron, o no (A) a n.d. i.= 3 con un "stock" CPE (+) (B, C y D) 
o ur. '"stock" CPE (-) (E, F y B) de virus Tacaribe. A las A (B y £), ¡2 (C y F) y 2A (0 y 6) HP1 las muestras se 
¿recesaron para la detección de antigenos virales totales por el método de inaunofluorescencia indirecta —IFI— 
(Materiales y Métodos, 12.).
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Finura II.6.B. CIMETICA DE APARICION DE ANTICENOS VIRALES DE SUPERFICIE EN CELULAS VEKO INFECTADOS CON "STOCKS 
CPE (♦) Y CPE (-) DE VIRUS TACARIBE. Células Vero se infectaron, o no (A) a m.d.i.« 3 con un ■stock" CPE (*)
(B, C y D) o un "stock" CPE (-) (E, F y 6) de virus Tacaribe. A las 4 (B y E), 12 (C y F) y 24 (D y 6) HPJ 1a 
nuestras se procesaron para la detección de antigenes virales de superficie por el Método de IFI (Materiales ; 
Métodos, 12.).
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e1 anal i s i s de la eficiencia de infección por IFI a laa 8 HPI. En 
eataa condicionea no ae aupera el periodo de latencia (ver Intro­
ducción) y pueden identificarae claramente por observación a 
bajo aumento laa célulaa inmunofluoreacentea. La determinación 
eficiencia de infección con este método ae realizó, enton­
ces, a las 8 HPI en célulaa Vero infectadas a distintas multipli­
cidades con un "stock" CPE <■*•> de virus Tacaribe. Loa resultados 
obtenidos permiten observar (Fig. I I *7») en primer lugar, una 
rolación directa entre la m.d.x* y la fracción d© células inmuno- 
fluorescentes. En segundo lugar, se observa que a multiplicidades 
olevadas todas las células de la monocapa estén infectadas;
este hecho esté de acuerdo con nuestras observaciones anteriores 
en cuanto a la incapacidad de magnificar el CPE y la inhibición 
de la síntesis proteica con el aumento de la m.d.i. a multipli­
cidades mayores o iguales a 3. Es de destacar que a las 8 HPI 
las células Vero infectadas con "stocks" CPE (-) a m.d.i. eleva­
das presentan también un lOO* de eficiencia de infección. Si 
se retoma la imagen de la Fig. 11.6. puede verse que a m.d.i.= 
3, casi todas las células infectadas con un "stock" CPE (-)
aparecen inmunofluorescentes.
La eficiencia de infección se determinó ademés, cuantifican- 
do la fracción de células productoras de virus (determinados
a las 3 HPI como se indicó en Materiales y Métodos -6-). Esta
determinación se llevó a cabo en células Vero infectadas con 
un "stock" CPE (-O de virus Tacaribe. Con el objeto de estudiar 
la correlación existente entre la fracción de células inmunofluo- 
rescentes y la determinación de CI, los resultados se incluyeron 
también en la Fig. I I . 7. En ésta puede observarse una fuerte 
correlación entre la eficiencia de infección determinada por 
IFI y por CI. Esto indica que précticamente todas las célulaa 
inmunofluorescentes son capaces de producir virus infectivos. 
Reafirma, ademés, el resultado obtenido por IFI de que puede 
lograrse una infección total de la monocapa celular a m.d.i. ele­
vadas. Estos resultados difieren de los descriptos precedentemen­
te por otros autores, donde en ningún caso so obtiene una infec-
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rj,qura 11,6. MUSIS DE Lfl PRODUCCION DE VISIONES INFECTIVOS POR CELüLfl INFECTADA. Células Vero fueron infectada» 
con un "stock" CPEÍ+) de virus Tacaribe a m.d. i. de 0.08; 0.15; 0.3; 1.5; 3; 30 y 120 UFP/cél. fl las 2A HPI se 
recolectaron los sobrenadantes y las células se desprendieron de la iponocapa. Estas últieas fueron soviet idas a 
3 ciclos frío-calor para liberar las partículas infectivas asociadas a células y fueron tituladas, al igual que 
Jos so&renadantes, por el método de plaqueo en células Vero (Materiales y Métodos, A.) Por otra parte, células 
Vero infectadas con las n.d.i. ya indicadas, se fijaron con acetona a las 2A HPI y se procesaron para la detección 
de antícenos virales por I.F. I. cobo se indicó en Materiales y Métodos (12.) En cada caso se deteminó la fracción 
de células infectadas (iraunofluorescentes) y se representó la producción de VI (UFP> libres por célula infectada 
(■) y de VI asociados a células por célula infectada (•) para las diferentes n.d. i. ensayadas.
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ción total y sincrónica de la monocapa celular. La infección 
de células Vero con virus Junín a m.d. i . elevadas mostró -por 
f^**I*“ también una infección total de la monocapa celular (resulta­
dos no mostrados).
El hecho de que todas las células inmunofuorescentes (célu­
las infectadas) fueran capaces de producir virus infectivos 
nos proporcionó la posibilidad de determinar la producción de 
virus infectivos por célula infectada. Para ello se infectaron 
células Vero a distintas multiplicidades con un "stock" CPE 
(■*’ ) cié virus Tacaribe. A las 24 HPX se determinó, por una parte, 
la fracción de células infectadas (medidas por IFI) y, por otra 
parte, la producción de virus infectivos (UFP), tanto los asocia­
dos a células como loa liberados al medio extracelular (Fig. 
I l .d . ) .  Las UFP asociadas a células y las liberadas al medio 
extracelular a las 24 HPI se expresaron por célula inmunofluores- 
cente. El análisis de estos resultados permite extraer las s i ­
guientes conclusiones: a) la producción extracelular de virus 
infectivos a 24 HPI es extremadamente baja (menos de 1 UFP/cól.); 
b) la proporción de VI liberados al medio extracelular con respec­
to a los VI totales (extracelulares + asociados a células) tam­
bién es baja (menos del 5X); c) la producción de VI por célula 
infectada es constante e independiente de la m.d.i. utilizada. 
Este último hecho sugiere que, o existe una limitación en la 
cantidad de virus infectivos que pueden penetrar a la célula 
hospedadora o que la capacidad celular para soportar la replica- 
ción viral es limitada o bien que el virus posee un mecanismo 
de control que regula la producción v ira l .
2. Análisis de las proteínas virales intracelularea.
A pesar de encontrarse descripta la aparición de varias 
proteínas inducidas por la replicación del virus Tacaribe en 
células Vero y BHK21 (Boersma y Compaña, 1985; Giménez y col., 
1983; Saleh y col., 1979) existen varios hechos que nos indujeron 
a analizar la síntesis de proteínas generadas durante la replica­
ción de los VI en nuestro sistema:
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1) Debido a la falta de inhibición en la síntesis de proteínas 
en células infectadas con virus Tacaribe, en todos los trabajos 
previos se recurrió a la inmunoprecipitación de los péptidos 
virales con antisueros específicos contra proteínas virales 
o al uso de drogas para inhibir específicamente la síntesis 
de las proteínas celulares (Boersma y Compaña, 1985; Giménez 
y col., 1983; Saleh y col-, 1979). Es por lo tanto posible, 
que en el primer caso, se pierdan péptidos no estructurales 
del virión y que, en el segundo caso, la perturbación introducida 
en el sistema pueda inducir cambios en el medio intracelular 
que pudieran afectar la expresión normal del genoma viral. La 
inhibición de la síntesis de macromoléculas celulares inducidas 
por los VI durante su replicación en células Vero infectadas 
con "stocks" CPE (♦) de virus Tacaribe nos permite, en cambio, 
analizar la síntesis de proteínas virales sin necesidad de intro­
ducir modificaciones en el sistema virus-célula que podrían 
conducir a apreciaciones erróneas.
2 )  La falta de inhibición de la síntesis de macromoléculas celu­
lares observada por los autores mencionados en el punto anterior, 
sugieren la presencia de partículas DI en la preparación viral, 
las cuales, evidentemente están afectando la expresión normal 
de los VI (producción de CPE e inhibición de la síntesis de 
macromoléculas celulares). Esta modificación en la expresión 
genética de los VI podría extenderse también a la síntesis de 
proteínas inducidas por el virus. Por otra parte, debe recalcarse 
aquí que nuestro objetivo básico consiste en analizar, en primer 
lugar, la replicación normal del virus y recién después, estudiar 
el fenómeno de interferencia viral.
3) Otro aspecto se refiere a la caracterización de los péptidos 
minoritarios y a su relación con las proteínas estructurales. Por 
ej. Saleh y col. (1979) describen a la nucleoproteína viral 
<N> de 68 Kd como un producto primario de la expresión genética 
del virus. Sin embargo, Compans y col. (1981) describen en el 
virión aislado un péptido (P> de 77-79 Kd que proponen como 
posible precursor de la nucleoproteína N. Por otra parte, Giménez 
y col., (1983) encuentran en las células infectadas, además
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d© la nucleoprotelna viral, dos proteínas minoritarias d© 79 
Kd <p79> y 105 Kd Ípl05); según estos autores, ©1 polipéptido 
d© 79 Kd no esté relacionado con la nucleoprotelna viral. En 
último término, Boersma y Compaña (1965) deacriben al péptido 
P (79 Kd) y a un péptido de 73 Kd (sólo observable mediante 
marcaciones muy cortas -5 min-) como posibles precursores de 
la proteína N. Es decir, no se ha aclarado aún qué proteínas 
son codificadas por el virión y qué relación existe entre ellas.
4) En último término, debe recalcarse que no ha sido descripta 
la síntesis de polipéptidos inducidos por la replicación de 
virus Tacaribe antes de las 24 HPI. Así, Saleh y col. (1974) 
detectan la nucleoprotelna viral (N) recién entre las 24 y 36 
HPI, mientras que pueden observar una glicoproteína de 70 Kd 
(Gp70), probable precursora de la glicoprotelna viral, recién 
después de las 36 HPI. Por otra parte, Buchmeier y col. (1978) 
describen la aparición de la nucleoprotelna viral en células 
infectadas con virus LCM, a partir de las 6 HPI, aunque sólo 
pueden obtener niveles observables de la glicoproteína intracelu- 
lar GPC después de las 24 HPI. Por último, Harnish y col. (1981) 
han podido observar, en células infectadas con virus Pichinde 
la nucleoprotelna N y el precursor de la glicoproteína viral 
(GPC) a partir de las 12 HPI. En todos los casos, los virus 
han realizado ya varios ciclos replicativos (ver tiempo de gene­
ración viral, Cap. I ) .  El hecho de poder lograr infecciones 
totales y sincrónicas de las monocapas celulares nos coloca 
en condiciones óptimas para el estudio de los eventos moleculares 
durante el primer ciclo replicativo.
Siguiendo entonces la propuesta original, intentamos carac­
terizar la síntesis de los polipéptidos inducidos por la replica 
ción de virus Tacaribe en células Vero. Para ello, dichas células 
fueron infectadas con un "stock" CPE (♦) de virus Tacaribe a 
diferentes m.d.i., se marcaron durante 1 h con [35s]-metionina 
(a las 23 HPI) y se analizaron en un gel de poliacrilamida-SDS.
El fluorograma obtenido se muestra en la Fig. I I . 9. Puede obser- 
varee en priaer lugar, que con a.d.i.= 1,5 (con aáe de un 90*
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Fipura lj,9. CARACTERIZflCION D£ PROTEJAS VIRALES EN CELULAS VERO INFECTADAS CON UN "STOCK" CPE(») DE VIRUS TACA- 
RIFE. Células Vero fueron infectadas con un "stock" CPE<■*■) de virus Tacante a diferentes m.d.i. A las 23 HPI las 
células se marcaron con 20 pCi/ml de [35s3-wtionina en medio sin metíonina. A las 2A HPI las células fueron des­
prendidas de la monocapa, disueltas en "buffer" de muestra y procesadas para su análisis en un gel de PAA-SDS 7/15% 
(Materiales y Métodos, 14.) Se muestra el fluorograma obtenido del análisis de las proteínas de las células no 
infectadas (línea 1) e infectadas con m.d. i. de 0.06 (linea 2); 0.15 (línea 3); 0.3 (linea A); 1.5 (línea 5); 3 
(linea 8); 30 (linea 7) y 120 (linea 8). A la derecha se indica la posición de patrones de peso Molecular.
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de células infectadas) la síntesis de proteínas celulares presen­
ta una considerable inhibición. Este hecho permite evidenciar 
claramente dos proteínas, -que no se observan en las células 
no infectadas- de 68 Kd y 79 Kd que corresponden respectivamente, 
a la nucleoproteína viral <N) y al polipéptido p79, descriptos 
por Giménez y col. (1983).
La cuantificación de la incorporación de radioactividad 
en las proteínas N y P79 (Tabla I I . 6.) permite concluir que 
a m.d.i. 2 1*5, la velocidad de síntesis de dichas proteínas 
permanece estable al aumentar la m.d.i. Este hecho refuerza 
aún més la sugerencia hecha en el punto 1. del presente capitu­
lo, de que tal vez exista una limitación en la capacidad celular 
para soportar la replicación viral, o que la penetración de 
virus a la célula sea limitada, o bien que el virus posea un 
mecanismo de autocontrol que regule la producción v ira l.
Tabla 11,6.: CUflNTIFICflCION DE LA SINTESIS P£ PROTEINAS VIROLES EN CELULAS VEflQ INFECTADAS ft DISTINTAS 
M.D.I. CON ÜN "STOCK1* CPE (+) DE VIRUS TfORIBE.*
incorporación U de N máximo)
Prot eí na _______________________________
viral m.d. i.
0.3 1,5 3 30 120
N 34 100* 09 90 92
p79 - - 6 10 0
f Cada una de las lineas correspondientes a las diferentes m.d.i. (Fig. II.0.) fue separada y cortada 
en fracciones de 2 un. Cada una de ellas se procesó como se indica en Materiales y Métodos para 
cuantificar su radiactividad (14). Se calculó la radiactividad incorporada a los picos correspondientes 
a las proteínas N y p73 y la cantidad de cada una de ellas se expresó como porcentaje de la radiactivi­
dad máxima obtenida para la proteina N.
* La radiactividad en la nucleoproteina viral representa un 26% de la radiactividad total en la muestra.
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Retornando al análisis de la Fig. I I . 9., puede observarse, 
además, un polipéptido de peso molecular 105 Kd que permanece 
estable frente a la inhibición de la sintesis proteica. Esto 
podría significar, o bien, que dicha inhibición no afecta por 
igual a todas las proteínas celulares, o bien, que se sintetiza 
un polipéptido viral del mismo peso molecular (105 Kd) que la 
proteina celular cuya síntesis se inhibió. Para aclarar este 
punto, se decidió caracterizar a la proteína pl05 mediante un 
gel bidimensional (método de O'Farrell, 1975). Para ello se 
marcaron células Vero infectados, o no, con un "stock” CPE (♦) 
de virus Tacaribe entre las 20 y las 24 HPI con [35s]-metionina. 
Las muestras obtenidas a 24 HPI se analizan en dos dimensiones. 
El fluorograma obtenido para las células infectadas (I ) y no 
infectadas (M) se muestran en la Fig. I I . 10. En dicha figura 
puede observarse una neta inhibición en la síntesis de las prote­
ínas celulares; esto permite ver claramente tres proteínas N, 
p79 y pl05 que no aparecen en las células no infectadas. Concluí- 
mos, por lo tanto, que las tres son proteínas inducidas por 
la replicación viral. Por otra parte, el hecho de que las proteí­
nas N y p79 posean un punto isoeléctrico tan diferente, sugiere 
que estas proteínas no estarían vinculadas en un proceso del 
tipo precursor-producto. Según se comentó más arriba, Boersma 
y Compans (1985) han descripto recientemente la aparición de 
una proteína de 73 Kd a las 70 HPI cuando las células infectadas 
se marcan por corto tiempo (5 min)• Esta proteína es aparentemen­
te procesada para producir la nucleoprotelna viral (evidenciado 
por un "chase" de 2 horas). Con el objeto de verificar esto, 
seguimos un esquema de trabajo similar al utilizado por estos 
autores, pero trabajando a 24 HPI de forma de no permitir que 
el virus sufra demasiados ciclos replicativos y de poder trabajar 
en el período de máxima inhibición de la síntesis de proteínas 
celulares (de esta forma evitamos el agregado de NaCl que intro­
ducen dichos autores durante la marcación para disminuir el 
fondo provocado por las proteínas celulares en el fluorograma 
fina l).  Para ello, células Vero fueron infectadas, o no, con
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finura 11,10. ANALISIS B1DIMENS1DMAL DE LAS PROTEINAS VIRALES INTRACetULARES. Células Vero no infectadas (») e 
infectadas con un "stock" CPE(+) de virus Tacaribe a w.d. i.= 5 (I) se marcaron entre las 20 y 24 HPI con 200 pCi/*l 
de [35S]-metionina en medio de cultivo sin metionina. Al finalizar el período de marcación las células se resuspen­
dieron en "buffer" de lisis y se procesaron para su análisis bidimensional (Materiales y Métodos, 14.). Se muestran 
los fluorogramas obtenidos.
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un stock* CPE (+) de virus Tacaribe y marcadas durante 5 min 
a las 24 HPI con -metionina. Otro grupo de células fue 
tratada de igual manera, pero después de la marcación se realizó 
un chase por 30 min más, eliminando el precursor radiactivo 
y agregando medio conteniendo pactamicina para evitar la síntesis 
de nuevas proteínas. Las muestras obtenidas fueron analizadas 
en un gel de PAA-SDS (Fig. I I . 11.). En el mismo gel se analizaron 
las proteínas obtenidas de virus purificados con el objeto de 
establecer comparaciones. Con el fin de visualizar mejor el 
precursor de la nucleoproteína, la placa radiográfica debió 
ser sobreexpuesta, por lo cual no es tan evidente la inhibición 
de la síntesis proteica en las células infectadas. En la línea 
5 correspondiente a las proteínas virales constitutivas, pueden 
observarse dos bandas mayoritarias: las correspondientes a la 
nucleoproteína (N) y la glicoproteína (G) que en nuestras manos 
presentan un peso molecular de 69 Kd y 36 Kd respectivamente. Con 
una movilidad electroforética menor que la presentada por la 
proteína N pueden observarse péptidos de peso molecular de 73 
Kd, 75 Kd, 79 Kd y 105 Kd que denominaremos p73, p75, p79 y 
pl05 respectivamente. Si analizamos ahora las proteínas marcadas 
durante el pulso de 5 min, podemos evidenciar en las células 
infectadas (línea 2) además de las 3 proteínas ya descriptas 
<N, p79 y pl05) una proteína de 72-73 Kd que no se observa en 
las células no infectadas (linea 1). Puede verse en el mismo 
fluorograma que dicho péptido (p73) desaparece después del 
•'chase" de 30 min (línea 4). Puede observarse, además, que las 
proteínas p79 y pl05 permanecen estables después de dicho 
"chase", hecho que sugiere que no existe relación precursor-pro­
ducto entre éstas y la nucleoproteína viral. Consideramos, ade­
más, que es posible dicha relación precursor-producto entre 
la p73 y la proteína N. Por último, la revisión de los trabajos 
aquí analizados a la luz de nuestros resultados, sugieren que 
el péptido "P" de 77-79 Kd descripto por Compans y col. (1981) 
en el virión aislado corresponde al que nosotros denominamos 
p75  (y que no excluimos que sea de origen celular) y que el
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Figura II» 11. DETECCION DE PROTEINAS VIRALES DE VIDA MEDIA CORTA. Células Vero crecidas en cajas de Petri de 
35 m fueron infectadas (lineas 2 y 4) o no (líneas 1 y 3) a m.d.i.= 5 con un "stock" CPE(+) de virus Tacaribe. ft 
’as 24 HPI las células fueron preincubadas durante 30 min en Medio de cultivo sin netionina y luego Marcadas con 
200 pCi/el de £35sj-metionina. Después de 5 «in de narración, un par de placas de Petri (una de células controles 
y una de células infectadas) fueron desprendidas y procesadas para el análisis en geles de poliacrilaaida-SDS 7/19* 
como se indica en Materiales y Métodos (14.) (lineas 1 y 2). Otro par de placas, antes de ser desprendidas y proce­
sadas se sometieron a un "chase" de 30 »in en medio de cultivo completo con 30 pg/sl de pactaaicina (líneas 3 y 
4). Con fines comparativos se analizaron en el mismo gel (línea5) las proteínas de virus purificados Marcados con 
l^ SI-netionina (Materiales y Métodos, 10.2.). ñ la derecha se indican las posiciones de las proteínas virales 
G, N, p73 y p!05.
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péptido p79 descripto por Giménez y col. corresponde al p79 
que nosotros encontramos marcado fuertemente en las células 
y débilmente en el virión.
Al igual que numerosos autores (Buchmeier y Oldstone, 1978; 
Giménez y col., 1983; Harnish y col., 1981; Saleh y col., 1979) 
no hemos sido capaces de evidenciar a la glicoproteina viral 
en las células infectadas por marcación con [35s3-metionina 
(más adelante se trataré el análisis de esta proteína). El hecho 
de que esta protelna aparezca marcada con dichos precursores 
en una proporción importante en el virión liberado al medio 
extracelular (comparar la proporción de proteína N a G intracelu- 
lar y viral) sugiere la posibilidad de que pudiese ser un factor 
limitante en la génesis del virión.
Una vez lograda la carácterización de las proteínas en 
nuestro sistema, comenzamos el estudio de la secuencia de eventos 
moleculares analizando la cinética de aparición de proteínas 
virales intracelulares. Con el fin de aproximarnos al entendimien­
to del efecto de las partículas DI durante la replicación de 
los VI, se estudió en paralelo la infección de células Vero 
con "stocks'* CPE («■) y CPE (- ) .  Para ello, células Vero fueron 
infectadas con ambos tipos de "stocks" utilizando la misma 
m.d.i. (7 UFP/cél. ) ;  en estas condiciones la m.d.i. de partículas 
DI resultó ser 2 Dl/cél. en la infección con el "stock" CPE 
(-) y menor a 0.001 Dl/cél. en la infección con el "stock" CPE 
(+). En el mismo experimento se analizó la síntesis de proteínas 
totales (marcación con t35sj-metionina) y glicosiladas (marcación 
con [Sin -glucosamina) a diferentes tiempos después de la infec­
ción. Los resultados se muestran en las Fig. 11.12. y 11.13. En 
la Fig. 11.12. se muestra la cinética de aparición de las diferen­
tes proteínas inducidas por el virus en células Vero infectadas 
con "stocks" CPE («■) y CPE (- ) ,  marcadas con [35s]-metionina. Pue­
de verse claramente que en las células infectadas con el stock 
CPE (O la aparición de las proteínas virales sobre el fondo 
de las proteínas celulares es más temprana que en las infectadas 
con el "stock" CPE (- ) .  Así por e j . mientras que la nucleoproteí-
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Figura 11,12. CINETICA DE APARICION DE PROTEINAS VIRALES EN CELULAS VERO INFECTADAS CON "STOCKS' CP£(») Y CPEH 
DE VIRUS TACARIBE. Células Vero fueron infectadas, o no (líneas 1 y 12) con un "stock" CPE(+) (lineas 2,4,6,8 y 
10) o con un "stock" CPE(-) de virus Tacaribe (lineas 3,5,7,9 y 11) a n.d.i.= 7. A diferentes tiempos post-infec- 
ción las células fueron narradas con 20 pCi/wl de [^ Sl-netionina por I h y procesadas para su análisis en un ge! 
de poliacrilamida-SDS 7/15* (Materiales y Métodos, 14.). Líneas 2 y 3: 4 HPI; lineas A y 5: 6 HPI; lineas 6 y 7:
B HPI; líneas 0 y 9: 12 HPI; líneas 10 y 11: 24 HPI. A la derecha se indica la posición de los narradores de peso 
molecular.
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Finura II.13, CINETICA DE APARICION DE SLICQPROTEINflS VIRALES £N CELULAS VERO INFECTADOS CON "STOCKS” CP£(») y 
CPE(-) DE VIRUS TACARIBE. Células Vero fueron infectadas o no (líneas 1 y 8) con un "stock" CPE(*) (líneas 2, 4 
y 6) o con un "stock" CPE(-) (líneas 3, 5 y 7) de virus Tacaribe a m.d.i.s 7. A diferentes tiempos post-infección 
¿as células se preincubaron por 30 nin con medio conteniendo la décima parte de la concentración normal de glucosa 
Y luego se marcaron durante 60 min con 20 pCi/ml de (¿Ml-glucosamina en el mismo medio de cultivo. A las 6 h (lineas 
2 y 3), 12 h (lineas 4 y 5) y a las 24 HPI (lineas 6 y 7), las células fueron desprendidas de la monocapa y procesa- 
das para su análisis en un gel de PAA-SDS 7/15*. A la derecha se indican los pesos moleculares de los patrones 
de peso molecular utilizados.
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na viral ae puede observar nítidamente desde laa 6 HPI (linea 
4) en el primer caso, en células infectadas con el "stock" CPE 
(- ) ,  recién se hace evidente a las 12 HPI (linea 9). Algo similar 
ocurre con la aparición de la proteína p79, mientras que en
células infectadas con el "stock" CPE ( + ) puede verse desde
12 HPI (linea 3) en las infectadas con el CPE ( —) puede 
verse recién a las 24 HPI (linea 11).
En la Fig. 11.13. se muestra el fluorograma correspondiente 
al análisis de las glicoproteínas producidas en células Vero 
infectadas con "stocks" CPE (♦) y CPE (- ) .  En primer lugar,
ya desde las 6 HPI puede observarse en las células infectadas 
con el "stock" CPE ( )  la síntesis de una glicoproteina de apro­
ximadamente 72 Kd (linea 2), cuya velocidad de síntesis aumenta 
en función del tiempo post-infección (lineas 4 y 6). En laa 
mismas células, a partir de las 12 HPI se observa la aparición, 
por encima de la anterior, de una segunda glicoproteina de apro­
ximadamente 75 Kd (linea 4), cuya velocidad de síntesis también 
se intensifica en función del tiempo. En cuanto a laa células 
infectadas con el "stock" CPE (- ) ,  dichas proteínas sólo alcanzan 
niveles apreciables de síntesis a las 24 HPI. Saleh y col. (1979) 
describieron previamente una única glicoproteina intracelular
de 70 Kd, aparentemente de origen viral, a partir de las 46
HPI. Dichos autores muestran la relación precursor-producto 
de esta protelna con la glicoproteina viral.
Con respecto a nuestros resultados existen varios aspectos 
a ser considerados. En primer lugar, es la primera vez que ae 
describe la aparición de proteínas inducidas por la replicación 
de virus Tacaribe a tiempos tan cortos como 6 HPI, en el caso 
de la nucleoprotelna v ira l• Con respecto a la aprición de las 
glicoproteínas, también debe destacarse que para ningún arenavi- 
rus ha sido descripta una aparición tan temprana. Por otra parte, 
en células infectadas con virus Tacaribe no se ha descripto 
anteriormente más de una banda correspondiente al precursor 
de la glicoproteina viral -GPC- (Saleh y col-, 1979). Sin embar- 
desdoblamiento similar al que describimos nosotros fuego, un
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observado para el precursor GPC del virus LCM en células BHK21 
infectadas (Buchmeier y col., 1978>. Es probable que las dos 
bandas correspondientes a los polipéptidos glicoailados observa­
dos en nuestro sistema (Gp72 y Gp75) representen la presencia 
de una misma protelna con diferente grado de glicosilación. Por 
último, debe destacarse que existe una correlación entre la 
velocidad de síntesis de las proteínas virales (glicosiladas 
y no glicosiladas) y el nivel de inmunofluorescencia observado 
cuando se comparan células Vero infectadas con "stocks" CPE 
<-*-> con respecto a células infectadas con "stocks” CPE (- ) .  La 
intensidad de la IFI resultó siempre menor en el último caso.
3. Correlación entre la síntesis de proteínas virales v la inhi­
bición de la síntesis proteica celular con la proporción 
de DI durante la infección.
Ya analizamos con anterioridad la relación existente entre 
la proporción de DI durante la infección y su relación inversa 
con la inhibición de la síntesis proteica y con el desarrollo 
del CPE (Capítulo I I .  Parte I.>. Por otra parte, se observó 
(Fig. 11.12. y 11.13.) que las células Vero infectadas con 
"stocks" CPE (O presentan una mayor velocidad de síntesis de 
proteínas virales que las infectadas con "stocks" CPE (- ) .  Surge 
entonces en forma inmediata la siguiente pregunta: ¿Existe alguna 
relación entre la velocidad de la síntesis de las proteínas 
virales y el desarrollo de la inhibición de la síntesis proteica 
y del CPE? Para contestar esta pregunta decidimos analizar la 
posible correlación entre la velocidad de síntesis de las proteí­
nas virales y la inhibición de la síntesis proteica de las célu­
las hoapedadoras —ya se demostró antes la correlación entre 
este último efecto y el desarrollo del CPE-. Con este fin, se 
infectaron, o no, células Vero (m.d.i.s 20 UFP/cél.) en presencia 
de proporciones variables de partículas DI. A las 25 HPI se 
marcaron las células con (35sj-metionina y a las 26 HPI -cuando 
el efecto inhibitorio producido por un "stock" con una baja 
proporción de DI es máximo- las células fueron desprendidas
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de la monocapa y sus proteínas analizadas mediante un gel de 
poliacrilamida -SDS. En el fluorograma correspondiente (Fig. 
11.14.) puede observarse que existe correlación entre el grado 
de inhibición de la síntesis de proteínas celulares y la veloci­
dad de síntesis de las proteínas virales y que esto, por otra 
parte, depende de la proporción de DI en el "stock" de virus 
utilizado en la infección. La cuantificación de la radiactividad 
incorporada en la nucleoprotelna viral <N) y en la actina (A) 
-protelna celular con mayor velocidad de síntesis- permite obser­
var con mayor claridad dicha correlación (Fig. 11.15.). Puede 
verse, además, que el efecto protector de las DI es máximo cuando 
prácticamente todas las células de la monocapa han sido infecta­
das con, por lo menos, una Dl/célula 3 Dl/cél). Es decir 
que una Dl/célula es suficiente para reducir el nivel de síntesis 
de, por lo menos, la nucleoprotelna viral y para evitar la inhi­
bición de la síntesis de proteínas celulares. Debe destacarse 
que a pesar de que ya habla sido descripta la disminución de 
velocidad de síntesis de la nucleoprotelna de LCM en células 
BHK21 (Welsh y Buchmeier, 1979 ) ,  esta es la primera vez que 
se muestra la correlación entre la protección de la inhibición 
de la síntesis proteica y el nivel de síntesis de la nucleoprotel 
na viral.
CONCLUSIONES
En el presente capitulo se analizaron distintos aspectos 
de la interacción entre el virus Tacaribe y las células Vero 
utilizadas como hoapedadoraa. Como ya se comentó repetidamente, 
ciertas consideraciones nos llevaron a suponer que la incapacidad 
de los arenavirus para inducir la producción de CPE y generar 
la inhibición de la síntesis de macromoléculas celulares en 
infecciones con alta m.d.i., podría estar relacionada con la 
presencia de partículas DI. Debido a esto, nos dedicamos en 
primer lugar, a encontrar las condiciones óptimas para obtener 
"stocks" virales con una baja proporción de DI y "stocks" virales
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Finura 11.14. EFECTO DE LA PROPORCION DE PARTICULAS DI DE VIRUS TACARIBE EN LA SINTESIS DE PROTEINAS VIRALES 1NTRA- 
CEiuLARES. Células Varo fueron infectadas con me2clas de proporciones variables de 'stocks” CPE<+) y CPE(-) de 
forma de mantener la m.d.i. constante (20 IFP/cél.) y poder modificar la proporción de Dl/cél. A las 25 HPI las 
células se marcaron con 20 pCi/ml de C^ si-metionina en medio sin aetionina. A las 2S HPI las células fueron des­
prendidas de la monocapa, disueltas en "buffer” de muestra y procesadas para su análisis en un gel de PAA-SDS 7/15% 
(Wate^ iales y Métodos, 14.). Células no infectadas (línea 1); células infectadas con n.d.i.» 20 UFP/cél. y menos 
de 0.01 Dl/cél. (línea 2); 0.2 Dl/cél. (línea 3); 1 Dl/cél. (línea 4); 2 Dl/cél. (línea 5); 5 Dl/cél. (línea 6) 
y 20 Dl/cél. (linea 7). A la derecha se indican las posiciones de las proteínas virales N, p79 y pl05 y de la ac- 
tina celular (A).
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Figura IMS. RELflCIDN ENTRE Lfl PROTECCION DE LP INHIBICION DE Lfl SINTESIS PROTEICA CfLilQR y LA DISMINUCION DE 
LQ VElOCIDftD DE SINTESIS DE LA NUCLEDPRQTEINfl VIRAL. Una ver obtenido el fluorograna de la figura anterior (11.14) 
cada una de las líneas correspondientes a cada Muestra fue cortada en fracciones de 2 ni que fueron digeridas y 
procesadas para determinar su contenido en radiactividad (Materiales y Métodos, 14.). En cada caso se cuant i ficé 
la radiactividad incorporada en los picos correspondientes a la nucleoproteína viral (N) y a la actina celular 
iA<. La cantidad de proteína N se expresó como porcentaje de la incorporación náxina en dicha proteína, correspon­
diente a las células infectadas con un "stock" CPE(+) (calle 2). La cantidad de actina se calculó cono el porcentaje 
de la incorporación eóxiea en dicha proteína, correspondiente a las células no infectadas (calle 1). En la figura 
se analiza la variación de la cantidad de aabas proteínas en función de la proporción de DI en el noeento de la 
infección.
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con una alta proporción d© DI. Tal vez el hecho más deatacado 
de eate trabajo resulta el haber demostrado, por primera vez, 
que un arenavirus produce CPE e inhibición de la síntesis de 
macromoléculas en células Vero infectadas con un "stock" libre 
de partículas DI (< 10“4 DI/UFP) a m.d.i. elevadas. La caracteri­
zación biológica y bioquímica de este sistema nos permitió obte­
ner las siguientes conclusiones:
1) Se han establecido, por primera vez, las condiciones para 
la obtención de "stocks" de virus Tacaribe capaces de producir 
l is is  neta en células Vero infectadas con alta multiplicidad 
de infección. En estas condiciones fue posible demostrar que 
los arenavirus son capaces de inhibir la síntesis de macromolécu- 
las celulares.
2) Se demostró que la replicación de las partículas virales 
infectivas son las responsables de la inhibición de la síntesis 
de macromoléculas celulares y de producir el efecto citopático.
3) Se demostró que las partículas defectivas interferentes prote­
gen a las células del efecto citopético y de la Inhibición de 
la síntesis proteica provocada por los virus infectivos, sin 
provocar una disminución significativa en la producción de virus 
inf ectivos.
4) Se ha demostrado que el virus Tacaribe es capaz de provocar 
una infección total de la monocapa celular, siendo todas las 
células infectadas productoras de virus, es decir, se han conse­
guido infecciones altamente eficientes y productivas.
5) Se han caracterizado las proteínas del virus Tacaribe, tanto 
en las células infectadas como en el virión aislado. En las 
primeras se observó la nucleoprotelna (N) de 66 Kd y un probable 
precursor de la misma de 73 Kd; dos proteínas de 105 y 79 Kd 
(pl05 y p79), que aparentemente no presentan relación precursor- 
producto entre ellas y con la nucleoprotelna. Utilizando glucosa- 
mina radiactiva se detectaron dos glicoproteinas de 72 y 75 
Kd que podrían ser precursoras de la glicoprotelna viral. En 
el virión se encontraron, además de los polipéptidos mayoritarios 
(la nucleoprotelna viral -N- de 66 Kd y la glicoprotelna viral
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-G- de 38 Kd), cuatro polipéptidos minoritarios de 73, 75, 79 
y 105 Kd <p73, p75, p79 y pl05). Debe destacarse, además, que 
es la primera vez que se detecta la aparición tan temprana de 
proteínas de origen viral en células infectadas (6 HPI, la núcleo- 
proleíno N y la glicoproteína Gp72^  12 HPI la proteína p79 y 
la glicoproteína Gp75).
6) La infección de células Vero con "stocks" CPE (-) permitió 
observar una menor velocidad de síntesis de las proteínas especí­
ficas virales, con respecto a las infectadas con "stocks" CPE 
(O . Se demostró luego, que el aumento en la proporción de DI 
en el momento de la infección provoca una disminución en la 
velocidad de síntesis de dichas proteínas virales.
Durante el desarrollo del presente trabajo se han mostrado 
algunas de las características més salientes de nuestro sistema 
biológico (sólo detectables bajo un estricto control y manejo 
sistemático del mismo). Hemos logrado obtener y caracterizar 
"stocks" virales capaces de producir infecciones líticas (CPE 
(■O) o persistentes (CPE (-)>, pudiendo lograr con ambos tipos 
de "stocks" infecciones altamente eficientes y productivas. Esto 
nos coloca en una situación óptima para el estudio de los eventos 
moleculares que se producen durante una infección lit ica  o duran­
te el establecimiento de una infección persistente. Se mostró, 
también, el resultado de los estudios preliminares realizados 
con ese fin, respecto a la síntesis de proteínas virales. Con 
el objeto de realizar un análisis completo del sistema, nuestro 
grupo de trabajo se encuentra actualmente abocado al estudio 
de los ARNs virales intracelulares. Para ello disponemos de 
varios cADNs, correspondientes a los ARNs L y S de virus Tacaribe 
obtenidos por la Dra. Franze-Fernández en el Instituto Pasteur 
de Paria (Francia). Han sido obtenidos clones bacterianos porta­
dores de cADNs de la cadena S completa del ARN de virus Tacari­
be. Se obtuvieron, además, clones con insertos de cADN con la 
información genética parcial de los segmentos de ARN que codifi­
can para la síntesis de la proteína N, por un lado y de la proteí­
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na G, por ©1 otro. S© ha logrado, ademéis, clonar aproximadamente 
un tercio del genoma del ARN L de virus Tacaribe. Loa mencionados 
clones estén siendo utilizados como sondas para analizar, median­
te el método de hibridación molecular, la aparición secuencial 
de los ARNs mensajeros sintetizados a partir de la cadena S 
del ARN viral en células Vero infectadas con "stocks" CPE (O 
de virus Tacaribe. La aplicación de esta metodología al estudio 
de los ARNs intracelulares, junto al análisis bidimensional 
de proteínas en geles de poliacri lamida, constituye una importan­
te herramienta para el estudio secuencial de los diferentes 
eventos moleculares implicados en el mecanismo de replicación 
de los virus infectivos, el establecimiento de la persistencia 
viral y los diferentes aspectos de la interacción virus-célula.
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